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Le projet de recherche visait a ameliorer nos connaissances sur Ie developpement
folliculaire par vagues chez Ie bovin et a mieux comprendre Ie phenomene de la selection du
follicule dominant. Pour cela, la premiere partie de nos travaux de recherche etait consacree a
caracteriser de fa^on rigoureuse Ie debut de 1'atresie folliculaire. Nous avons alors recherche des
parametres susceptibles de bien refleter 1'etat du follicule. Ainsi, nous avons realise une premiere
etude chez les follicules de moyenne (5 a 7,9 mm) et de grande taille (^ 8 mm) provenant
d'ovaires recueillis a Pabattoir. Lors de cette etude, nous avons etabli un maximum de 5 pycnoses
dans la granulosa comme nombre limite par section folliculaire pour definir les follicules non
atresiques et un nombre de 10 a 25 pycnoses associees a la presence de 25 a 30 prepycnoses par
section folliculaire dans la granulosa pour les follicules en debut de 1'atresie. Ensuite, nous avons
tente d'etablir une correlation entre ces criteres histologiques et des criteres physiologiques dans
les follicules. Pour cela, nous avons eflfectue une premiere experience ou nous avons montre que
1'epaisseur de la theque inteme ne change pas avec 1'etat du follicule et que celle de la granulosa
ne change pas avec Ie debut de 1'atresie. L'estradiol-17p (E^), 1'androstenedione (A) et la
progesterone (P^) du liquide folliculaire ne sont pas des bons indicateurs du debut de 1'atresie
dans les deux classes folliculaires. Chez les follicules de moyenne taille, les deux rapports
molaires E2/A et E2/P4 du liquide folliculaire ne refletent pas 1'apparence microscopique du
follicule. Par contre chez les follicules de grande taille, ces deux rapports molaires diminuent de
fa9on significative des Ie debut de 1'atresie. De plus, chez ces follicules, les rapports molau-es
il
E2/A > 1 surtout et E-^/P^ > 0,1 aussi, sont des bons indicateurs du debut de 1'atresie. En efifet,
parmi les follicules de grande taille, la proportion des foUicules ayant un rapport molaire E2/A > 1
subit une chute brutale des Ie debut de Patresie. D'autre part, nous avons eflfectue une deuxieme
experience ou nous avons mis les follicules (individuellement) en culture stationnaire pendant une
courte duree (4 heures). Lors de cette experience nous avons montre que les follicules de grande
taille seulement, qui debutent 1'atresie, synthetisent moms de testosterone en culture que les
follicules non atresiques. Mais la synthese in vitro d'estradiol-17p par Ie follicule ainsi que Ie
contenu de ce steroide dans Ie liquide folliculaire, ne sont pas de bons indicateurs du debut de
1'atresie chez les moyens et les gros follicules. Enfin la relache d'estradiol-17p dans Ie milieu
d'incubation, est un excellent indicateur du debut de 1'atresie pour les deux classes folliculaires.
En eflfet, la relache in vitro de ce steroi'de subit une chute draconienne des Ie debut de 1'atresie.
Cette baisse est d'environ 50 % pour les moyens follicules et 90 % pour les gros follicules.
La deuxieme partie de nos travaux de recherche etait consacree a la caracterisation de la
hierarchie folliculaire au sem de la paire d'ovaires. Pour ce faire nous avons, dans un premier
temps, etabli un modele d'etude a partir des ovaires d'abattoir. Ce modele est base sur 1'apparence
du corps jaune et la presence ou non de follicule dominant (FD) sur la paire d'ovaires. Nous
avons utilise ce modele dans deux etudes complementaires. La premiere etait realisee sur tous les
follicules (> 5 mm de diametre) de la paire d'ovaires, juste apres leur dissection. La deuxieme
portait aussi sur tous les follicules (>. 5 mm de diametre) de la paire d'ovaires apres culture
stationnaire des follicules (individuellement) pendant une courte duree (4 heures). Dans les deux
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etudes, nous avons classe les follicules comme etant sains ou atresiques en utilisant les criteres
histologiques que nous avons etablis dans la premiere partie de nos travaux de recherche. Ainsi,
nous avons etabli que Ie stade I correspond au debut du cycle en absence de FD sur la paire
d'ovaires. Le stade It represente Ie debut avance du cycle en presence d'un FD unique et
histologiquement non atresique. Le stade ffl est Ie milieu du cycle ou un seul FD est present sur
la paire d'ovaires. Ce FD est histologiquement atresique. Les stades TV et V correspondent aux
milieu et fin du cycle respectivement ou deux FD sont presents sur la paire d'ovaires. L'un est
histologiquement non atresique, 1'autre atresique. Nous avons montre que les FD non atresiques
sont physiologiquement actifs. En eflfet, Us sont plus riches en estradiol-17(3 du liquide
folliculaire, synthetisent plus de testosterone, et relachent plus d'estradiol-17p dans Ie miMeu
d'incubation que les FD atresiques que nous avons nommes alors physiologiquement inactifs.
D'autre part, dans les paires d'ovaires de stade I et de stade IE (absence de FD et presence d'un
FD atresique respectivement), la grande majorite des follicules subordonnes (FS) sont
histologiquement non atresiques. Par contre, dans les paires d'ovaires des stades II et TV+'V
(presence d'un FD non atresique et presence de deux FD, 1'un non atresique, 1'autre atresique,
respectivement), la grande majorite des FS sont histologiquement atresiques. Par ailleurs, les FS
de stade I (absence de FD) et de stade ffl (presence d'un FD unique et atresique), sont sunilaires
pour la synthese folliculaire de testosterone. Ie contenu du liquide folliculaire en estradiol-17p et
sa relache dans Ie milieu d'mcubation. Toutes ces caracteristiques physiologiques des FS sont par
centre superieures a celles des FS de stade II (presence d'un FD unique et non atresique). Enfin,
Ie FS non atresique de stade I ou ffl Ie plus nche en estradiol-17p du liquide folliculaire, et non Ie
iv
plus gros de la paire d'ovaires, relache significativement pres de trois fois plus d'estradiol-17p
dans Ie milieu d'incubation que les autres FS non atresiques de la cohorte. Ce FS pourrait etre Ie
futurFD.
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XIX
1. Introduction generate
1.1 Caracteristiques du cycle estral bovin
L'industrie du transfert d'embryons souflfre actuellement d'un manque de coherence dans la
reponse des Vaches au traitement de surovulation. L'amelioration des techniques qui visent a
optimiser la fertilite des bovins necessite une meiUeure comprehension des caracteristiques du
cycle estral et des facteurs qui influencent la maturation des follicules.
Le cycle estral comprend trois etapes: la maturation des follicules de 1'ovaire (phase
folliculaire), 1'ovulation et les modifications apportees au myometre de 1'utems pour accueillir
Fembryon (phase luteale). Chez la vache, la phase luteale est d'une duree moyenne de 18 jours
et la phase folliculaire d'une duree moyenne de 3 jours. L'estms a lieu Ie 20 jour du cycle et
1'ovulation quelques dizaines d'heures plus tard (Hansel et Convey, 1983; Peters et Ball, 1987).
Le cycle estral des bovins a de particulier que des follicules dominants se developpent non
seulement durant la phase folliculaire, mais aussi durant la phase luteale. Plusieurs techniques
ont ete utilisees pour suivre Ie developpement des follicules de 1'ovaire de la vache, notamment Ie
denombrement des follicules a la surface ovarienne apres ovariectomie (Rajakoski, 1960),
1'histologie (Rajakoski, 1960; Maurasse et al., 1985; Lussier et al., 1987), Ie marquage a 1'encre de
chine (Matton et al., 1981), et enfin 1'echographie (Pierson et Guinther, 1987a; Sirois et Fortune
1988; Savio et al., 1988; Knopfet al., 1989; Ginther et al., 1989; KasteUc et al., 1990; Sirois et
Fortune, 1990; Guilbault et al., 1991; Murphy et al., 1991). L'echographie pemiet de suivre Ie
developpement d'un follicule tout au long du cycle. L'observation macroscopique de 1'ovaire
revele la presence de plusieurs follicules de tallies variees allant de 1 a 20 mm de diametre. Ces
follicules sont classes selon leur taille (tableau 1). En general, les petits follicules mesurent moins
de 5 mm de diametre, et les gros follicules plus de 8 ou 10 mm, selon les auteurs (tableau 1).
Cette classification est purement arbitraire et ne repose sur aucune base physiologique. Plus
recemment, Kruip et Dieleman (1989) ont confirme que Ie diametre des gros follicules est ^ a 8
mm parce que ces follicules ont un patron de relache de steroi'des tres dijfferent de celui des plus
petits follicules.
Le nombre de follicules de dijfferents diametres n'est pas constant durant Ie cycle estral
(Matton et al., 1981; Pierson et Ginther, 1987a). En effet, les trois classes de tallies de follicules
presentent une distribution bimodale (Pierson et Ginther, 1987a, 1987b; Desauhiiers, 1995). De
plus, les pics de chaque classe ne sont pas atteints au m^me moment dans Ie cycle. Par exemple,
au jour 6, nous trouvons un maximum de follicules dont la taille est superieure a 13 mm et un
minimum de follicules de 4 a 6 mm et de 7 a 10 mm. De plus Ie nombre de follicules moyens
atteint son maximum au jour 13 (Matton et al., 1981), presumement suite a la croissance du
grand nombre de petits follicules presents plus tot dans Ie cycle (Matton et al., 1981; Pierson et
Ginther, 1987a; 1987b). Ces observations suggerent que Ie developpement folliculaire chez Ie
bovin se fait sous forme de vagues.
Tableau 1 Classification des follicules bovins en fonction de leur taille.
Auteurs
Kmipetal.(1979)
Kmip et Dieleman (1985)
McNattyetal(1985)
Mattonetal.(1981)
Staigmiller et England (1982)
Hendersonetal.(1982)
Henderson et al. (1987)





























Le modele de vagues folliculaires a d'abord ete evoque chez la brebis (Bherer et al., 1976;
Matton et al., 1977) ensuite chez Ie bovin (Adelakoun et al., 1977; Matton et al., 1981; Ireland et
Roche, 1983b). Depuis 1984, grace a 1'echographie, les chercheurs ont pu etablir que plusieurs
poussees de croissance et de regression de follicules se produisent durant Ie cycle estral bovin
(revue: Ireland et Roche, 1987). Chaque poussee est nommee vague de croissance folliculaire.
En 1987, Ireland et Roche suggerent pour la premiere fois qu'une vague comprend trois phases:
Ie recmtement, la selection et la dominance. Le recrutement se definit comme etant 1'entree en
croissance terminale d'un groupe de follicules de 4 a 5 mm (Godman et Hodgen, 1983;
Driancourt, 1991). La phase de selection se caracterise par Femergence d'un foUicule appele
follicule dominant (FD) qui presente une croissance plus rapide que les autres (tableaux 2 et 3). D
deviendra en principe Ie follicule ovulatoire (Driancourt, 1991). Le foUicule ovulatoire chez la
vache est identifie comme Ie plus gros des follicules presents sur la paire d'ovaires quelques jours
avant 1'estms (Dufour et al., 1972; Quirk et al., 1986) ou Ie plus gros des follicules 24 a 48 heures
apres injection de prostaglandines (Quirk et al., 1986). Durant la phase de dominance, les
follicules < 11 mm appeles follicules subordonnes (FS) cessent de crottre quelques jours apres la
detection de la vague de follicules de 4 a 5 mm (Kastelic et al., 1989). Le follicule dominant
parcourt une phase de dominance qui est suivle soit de son atresie, soit de son ovulation. Une
vague folliculaire comprend en moyenne, par paire d'ovaires, 16 a 20 petits follicules, 7 ou 8
follicules de taille moyenne et un gros follicule (tableaux 2 et 3).
En general, les vagues folliculaires sont au nombre de deux (Pierson et Ginther, 1984;
KasteUc et al., 1989; Knopfet al., 1989; Ginther et al., 1989b) ou de trois (Ireland et Roche,
1987; Savio et al, 1988; Sirois et Fortune, 1988) par cycle estral. Etant donne que 1'ovulation a
lieu a la fin du cycle estral, quel que soit Ie nombre de vagues dans un cycle, la vague ovulatoire
est toujours la demiere. Ginther et al. (1989) ont montre qu'il n'y a pas de difference significative
entre la vague ovulatou-e et les vagues anovulatoires quant au nombre de follicules de taille
moyenne (4-6 mm) en croissance ou en regression. De plus, Ie follicule dominant des vagues
anovulatoires destine normalement a 1'atresie renferme Ie potentiel d'ovuler si I'environnement
endocrinien est modifie, de telle sorte qu'il y a un pic de LH (endogene ou exogene) (Lavou" et
Fortune, 1990).
Tableau 2 Description des follicules presents sur la paire d'ovaires a dififerents jours du cycle chez des vaches a 2
vagues de developpement folliculaire chez Ie bovin (tire a partir des resultats graphiques de Pierson et
Ginther, 1984; 1986; 1987a; 1987b; 1988b)
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Jours du cycle estral
Jour 3: Selection visible
du FD de vague 1
- Presence de 16 a 22
follicules de 2 a 3 mm.
- 7 a 8 follicules de 4 a 6
mm
- 1 foUicule de 7 a 101
mm
Jour 12: Selection visible
du FD de vague 2
idem
idem
1 follicule de 7 a 10 mm
ai croissance plus un
bllicule d'environ 14 mm
m regression
Entrejour 13 et jour 16
-idem
-idem
- a un moment donne: presence de
2 follicules de meme taille ayant




9 a 10 follicules de 4
i6mm
1 follicule d'environ
17 mm en croissance
Tableau 3 Description des follicules presents sur la paire d'ovaires a differents jours du cycle chez des vaches a 3 vagues de
developpement folliculaire chez Ie bovin (tire a partir des resultats graphiques de Pierson et Ginther, 1984; 1986;
1987a; 1987b; 1988b)
Jour du cycle estral
Jour 3: Selection visible
duFD de vague 1
-Presence de 16 a 22|
follicules de 2 a 3 mm
- 7 a 8 foUicules de 4 a 6|
mm
- 1 follicule de 7 a 10|
mm
Jour 11: Selection visible du
FD de vague 2
-idem
-idem
- 1 follicule de 7 a 10 mm en
croissance plus un follicule
dell a 15 mm en regression
Entrejour 14 et jour 17
-idem
-idem
- a un moment donne: presence
de 2 follicules de meme taille
ayant 9 a 13 mm: 1'un en
croissance, 1'autre en
regression.




- 1 follicule de 7 a 10
mm en croissance plus
1 fomcule de 10 a 16
mm en regression
Jour 20 - 21
-idem





1.2 Controle de la maturation des follicules bovins par
les gonadotropines
L'hypophyse anterieure produit deux hormones impliquees dans Ie developpement des
follicules: la luteotropine (LH) et la folliculotropine (FSH). La LH stimule la production
d'androgenes et induit 1'ovulation, alors que la FSH stimule la production d'estrogenes par
1'activite aromatase (Lacrobc et al., 1974). Les gonadotropines influencent Ie developpement des
follicules en se liant a des recepteurs membranaires. L'abondance relative des differents
recepteurs varie avec Ie type de cellules et la taille des follicules. Chez les gros et moyens
follicules les cellules de la theque inteme possedent des recepteurs a la LH (Fortune et al., 1988),
alors que les cellules de la granulosa portent a la fois des recepteurs a la LH (Gosling et al., 1977)
et a la FSH (Monniaux et al., 1984). Le nombre de recepteurs a la LH des cellules de la
granulosa (Gosling et al., 1977; Ireland et Roche, 1982; Ireland et Roche, 1983a) et de la theque
(Ireland et Roche, 1982; 1983a; Staigmiller et al., 1982) augmente durant Ie developpement du
follicule. Par centre. Ie cas des recepteurs a la FSH ne fait pas I'unammite. Selon Mariana et al.
(1991), Ie nombre de recepteurs a la FSH dans la granulosa ne varie pas avec la taille des
follicules, alors que Ireland et Roche (1982,1983 a) rapportent une dimmution Imeaire des liaisons
a la FSH avec Paugmentation de la taille folliculaire (de 5 a 20 mm). L'acquisition de ces deux
types de recepteurs par les cellules de la granulosa est Pun des changements majeurs decrits
durant la phase terminale de croissance et de differenciation folliculaire chez Ie bovin. C'est un
indicateur de la maturite du follicule et done de sa capacite a ovuler en reponse a la decharge
preovulatoire de LH (Merz et al., 1981; Ireland et Roche, 1982).
Les gonadotropines interviennent a differentes etapes de la vague de croissance folliculaire.
Pendant Ie recmtement, les follicules deviennent strictement dependants des gonadotropines
(Dufour et al., 1979; Lussier et al., 1994; Driancourt, 1991). Adams et collaborateurs (1992) ont
demontre qu'un pic de concentration de la FSH dans Ie sang precede toujours 1'emergence de
chaque vague folliculaire chez Ie bovin. L'administration d'un agoniste de «Gonadotropin
releasing Hormone» (GnRH) (Driancourt, 1991) ou 1'mjection de liquide folliculaire bovin
(Turzillo et Fortune, 1990, Lussier et al., 1994) entraine une diminution de la concentration de
FSH et previent 1'augmentation du nombre de follicules de 4 a 6 mm.
Les gonadotropines sont aussi unpliquees dans 1'emergence du follicule dominant (FD)
pamii les gros follicules (> 11 mm). Le processus de selection implique non seulement la
selection du follicule ovulatoke mais aussi la selection contre les autres follicules (Pierson et
Ginther, 1988b). De nombreuses evidences biochimiques et physiologiques supportent cette
hypothese. Premierement, Bherer et al. (1976) ainsi que Tsonis et al. (1984) ont montre que la
destruction du FD accelere la croissance d'un autre follicule dommant chez la brebis. Lussier et
al. (1994) ont aussi demontre que 1'ablation de Fovaire qui porte Ie FD induit la croissance d'un
FD sur 1'autre ovaire. De meme, chez la vache, 1'ablation du FD de la premiere vague au jour 3
retarde la regression finale du follicule subordonne Ie plus gros (Ko et al., 1991). De plus,
1'ablation du FD au jour 3 ou 5 provoque 1'apparition precoce de la deuxieme vague et augmente
la frequence d'apparition d'une troisieme vague de croissance folliculaire. D'autre part,
Saumande et al. (1978), Grasso et al. (1989), Guilbault et al. (1991) et Huhtinen et al. (1992), ont
trouve que la presence d'un FD sur la paire d'ovaires au moment d'initier Ie traitement
surovulatoire par PMSG ou par FSH diminue la reponse a ce traitement chez la vache. La
presence du FD avant Ie traitement surovulatoire ou au moment de 1'initier pourrait alterer la
maturation et Ie processus de croissance des autres follicules pendant la stimulation (Grasso et al.,
1989, Guilbault et al., 1991) diminuant ainsi la capacite des petits follicules a croTtre dans la classe
de taille superieure (Grasso et al., 1989). Ceci se produit surtout lorsque 1'apparition du N) a lieu
trois jours avant Ie debut du traitement (Guilbault et al., 1991).
Chez la vache, Driancourt (1991) propose deux mecanismes par lesquels Ie FD inhibe Ie
developpement des autres follicules. Selon Ie premier mecanisme, Ie plus gros follicule
provoquerait une diminution du niveau de FSH plasmatique sous Ie seuil necessaire pour
mamtenir la croissance des autres follicules. Plusieurs auteurs (Quirk et Fortune, 1986; McNeilly
et Wallace, 1987; Screenan et al., 1987; Turzillo et Fortune, 1990; Adams et al., 1992) suggerent
que les eflfets du FD sur Ie developpement folliculaire sont medies au moins en partie par une
alteration de la concentration sanguine de FSH. Le Uquide folliculaire du FD contiendrait un
compose non steroi'dien (Miller et al, 1979; Ireland et al., 1983; Cahill, 1984) pouvant agir sur
1'hypophyse ou 1'hypothalamus pour reduire la secretion de FSH (Ireland et al., 1983), ce qui
inhibe la croissance et la maturation des autres follicules (Miller et al., 1979; Cahill, 1984) et
retarde ou interrompt la sequence de developpement folliculaire, 1'estrus et 1'ovulation chez les
bovins et les ovins (Miller et al., 1979). H a egalement ete demontre que seule la FSH est
eliminee suite a I'mjection de liquide folliculaire du FD chez la vache (Screenan et al., 1987;
Adams et al., 1992; Lussier et al., 1994), alors que Ie niveau basal de LH n'est pas affecte
(Screenan et al., 1987; Adams et al., 1992). McNeilly et Wallace (1987) ont observe une hausse
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temporaire de la secretion de la FSHjuste apres 1'arret des injections du liquide folliculaire chez la
brebis. Ce phenomene serait associe a un retard de 1'estms et a une augmentation significative du
taux d'ovulation.
Le deuxieme mecanisme evoque par Driancourt (1991) impliquerait que Ie FD inliibe
directement la croissance des autres follicules en secretant dans Ie sang des substances qui
diminuent leur sensibilite a la FSH. Plusieurs chercheurs ont identifie une fraction proteique dans
Ie liquide folliculaire du FD qui supprime la reponse des autres follicules aux gonadotropines
(DiZerega et al., 1982, 1983; Kling et al., 1984; Montz et al., 1984; Ono et al., 1986). D'autres
etudes conduites chez Ie rat (Reichert et al., 1979; Fletcher et al., 1982), Ie singe (Nandedkar et
al., 1992) et Ie bovin (Sluss et al., 1983, 1984) demontrent que Ie liquide folliculaire du FD inhibe
la liaison de la FSH a son recepteur. En efifet, la FSH-BI (FSH binding inhibitor) a ete detectee
dans Ie liquide folliculaire du FD de la vache (Sluss et al., 1983) et du pore (Sluss et Reichert,
1984).
Nous savons que pendant la phase de dominance. Ie niveau circulant de FSH est bas.
Pourtant, Ie FD poursuit sa croissance alors que les follicules subordonnes regressent (Adams et
al., 1992). Alors Comment Ie FD amve-t-il a survivre dans un environnement hormonal appauvri
en FSH? i) Est-ce qu'il revolt davantage de FSH que les autres follicules? ii) Est-ce qu'il est plus
sensible que les autres follicules a 1'action de la FSH? Malgre que quelques etudes montrent une
heterogeneite dans la permeabilite vasculaire en fonction de la taille des foUicules (Carson et al.,
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1986; Zeleznik et al., 1981), il n'existe aucune evidence qui supporte 1'hypothese que Ie FD
recevrait davantage de FSH que les autres follicules. D'autre part, des travaux efifectues chez la
brebis, indiquent que Ie FD serait plus sensible aux concentrations circulantes de FSH a cause de
1'augmentation du nombre de recepteurs durant sa maturation (Ireland, 1987; Ireland et Roche,
1987). Nous n'avons done toujours pas d'evidences qui montrent clairement comment Ie FD
arrive a survivre dans un environnement hormonal pauvre en FSH.
1.3 Developpement de I'atresie folliculaire
La croissance d'un follicule ovarien bovin est continue depuis Ie stade preantral jusqu'a la
phase terminale de croissance qui conduit a 1'ovulation ou a 1'atresie (Choudaiy et al., 1968; Cahill
et al., 1979; Sacramuzzi et al., 1980; Matton et al., 1981). L'atresie est Ie processus degeneratif
par lequel Ie follicule perd son integrite moq)hologique et ses capacites biochimiques et
physiologiques. EUe est Ie destin normal de la plupart des follicules. Ainsi, parmi les 150 000
follicules primordiaux presents a la naissance chez la vache (Erikson, 1966), moins de 100
follicules atteignent la maturite et ovulent durant la vie de I'animal. L'atresie peut avoir lieu a
n'unporte quel moment de la croissance folliculaire. Mais, elle est rarement observee dans les
follicules pr^antraux (Cahill et al., 1979) et son mcidence augmente en meme temps que la taille
des foUicules antraux (McNatty et al., 1984a; Moor et al., 1984; Dufour et Roy, 1985; Maurasse
et al., 1985; Guilbaut et al., 1986; Lussier et al., 1987). EUe se manifeste par un ensemble de




Les parametres macroscopiques utilises pour detecter 1'atresie sont: Ie degre de
vascularisation de la theque inteme, la couleur. Ie nombre de cellules de la granulosa, la presence
ou 1'absence de debris dans Ie Uquide folliculaire et Ie statut de 1'ovocyte (Moor et al., 1978;
McNatty et al., 1984a). Ainsi, contrairement au follicule sain, bien vascularise, luisant,
translucide et rose. Ie follicule atresique presente une theque inteme faiblement vascularisee, lui
donnant une apparence mate, grise ou blanchatre. Le follicule contient aussi des debris
folliculaires visibles par transparence a 1'interieur du liquide folliculaire. L'ovocyte est soit
degenere, soit absent (Moor et al., 1978; McNatty et al., 1984a).
1.3.2 Criteres histologiques
Les premiers chercheurs qui ont utilise 1'histologie pour decrire les dififerents etats
folliculaires se sont bases sur des subdivisions morphologiques tres larges (Rajakoski, 1960;
Marion et al., 1968; Priedkalns et Weber, 1968). Depuis, la Uste des criteres histologiques de la
classification des follicules s'est considerablement rafi5nee. Nous presentons une description
synthese des principales modifications des stmctures microscopiques decrites par plusieurs
chercheurs (Kruip et Dieleman, 1982, 1989; Driancourt et al., 1981; Maurasse et al., 1985;
Martin, 1986; Grimes et al., 1987).
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1.3.2.1 Follicules sains ou non-atr6siques (NA)
Le follicule est considere comme sain lorsqu'il presente une granulosa bien organisee (de
10 a 15 couches de cellules) et quelques cellules fragmentees ou pycnotiques avec une
membrane basale continue. Les cellules basales de la granulosa sont cylindriques et
1'epaisseur de la theque inteme est inferieure a celle de la granulosa. La theque inteme a
une orientation parallele a la membrane basale et 1'antre ne renferme aucun debris
cellulau-e.
1.3.2.2 Atresie primaire (niveau 1 de l'atr6sie: Ai)
Les cellules de la granulosa du follicule classe en atresie primaire sont laches et elles ont
perdu leur apparence granuleuse. La limite de la granulosa est irreguliere, 1'antre contient
des fragments cellulaires, 1'epaisseur de la granulosa vane entre 7 et 10 couches de
cellules contenant des noyaux pycnotiques. La theque inteme s'epaissit.
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1.3.2.3 Atr6sie secondaire (niveau 2 de I'atresie: A2)
La granulosa du follicule en atresie secondaire a perdu plus de 50% de ses cellules. Ces
cellules sont pycnotiques et se retrouvent dans Ie liquide folliculaire. La granulosa
renferme 4 a 5 couches de cellules, souvent tres desordonnees. La membrane basale est
habituellement absente, et on note la presence de nombreuses pycnoses dans les cellules
de la granulosa. La theque inteme est deux a trois fois plus epaisse que la granulosa.
1.3.2.4 Atresie tertiaire ou tres avancee (niveau 3 de I'atresie: As)
A ce stade, Ie follicule n'a plus de cellules cylindriques basales et la lame basale est
absente. La granulosa contient moins de 3 couches cellulaires desordonnees, dont la
plupart sont pycnotiques. La theque inteme peut etre mince ou epaisse.
1.3.2.5 Atresie tres avancee « luteinisante » (niveau 4 de I'atresie: A4)
La granulosa du foUicule en atresie tres avancee est presque completement absente. EUe
est reduite a un cordon de cellules. Par centre, les cellules du cordon ressemblent a des cellules
luteales. EUes sont grosses et leur cytoplasme est abondant.
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1.3.3 Criteres biochimiques
Plusieurs equipes ont tente d'etablir une relation entre la composition en steroi'des du
Uquide folliculaire et Ie degre de maturation ou de 1'atresie des follicules bovins, determmes selon
des criteres macroscopiques (McNatty et al., 1984a) ou microscopiques (Merz et al., 1981;
Kruip et Dieleman, 1982; Ireland et Roche, 1983a; Martin, 1986; Grimes et al., 1987;
Spicer et al., 1987; Spicer et al., 1988; Rouillier, 1991) (tableau 4). La composition
honnonale du liquide folliculau-e des follicules moyens non-atresiques differe selon les auteurs.
Pour certains, il contient davantage de testosterone (T) (30 ng/ml) que de progesterone (P^) (20
ng/ml) et d'estradiol-17[3 (E^) (7 ng/ml) (McNatty et al., 1984a; Kruip et Dieleman, 1985), alors
que Henderson et al. (1982) rapportent davantage d'estradiol et de progesterone que de
testosterone. Cependant, ces demiers ont melange des liquides folliculaires provenant de
follicules sains ou atresiques. Nous verrons plus loin 1'impact de 1'atresie sur Ie contenu en
steroides des follicules. Les gros follicules (^ 8 mm) bovins non atresiques synthetisent de
grandes quantites d'estrogenes (England et al., 1973; Merz et al., 1981; Staigmiller et al., 1982;
Kruip et Dieleman, 1982; Ireland et Roche, 1982; 1983a; McNatty et al., 1984b). La
concentration d'estradiol-17p du liquide folliculaire est de 1'ordre de 40 a 140 ng/ml (Ireland et
Roche, 1982,1983a; McNatty et al., 1984a). Dans Ie cas des gros follicules non atresiques (8-11
mm), leur croissance est associee a une augmentation du contenu en estradiol (27 ng/ml) et en
progesterone (27 ng/ml), et a une diminution du contenu en testosterone (14 ng/ml) dans Ie
liquide foUiculaire (Ireland et Roche, 1982; 1983a; 1983b; McNatty et al, 1984a; Kruip et
Dieleman, 1985; Wise et al., 1986). Fmalement, les FD (> llmm) se distinguent des autres gros
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follicules (> 8mm) par une production d'estradiol beaucoup plus elevee (60 ng/ml) (McNatty et
al., 1984a). Par consequent, les rapports molaires Ez/T, E-s/P^ et E2/T+P4 des FD sont >1 (Kruip
et Dieleman, 1985). Les changements qui surviennent dans la composition en steroides des
follicules bovins seraient provoques par des fluctuations dans 1'activite des enzymes de la
steroi'dogenese de la theque et de la granulosa.
L'atresie ne semble pas influencer Ie contenu du liquide folliculaire en testosterone et en
androstenedione, ceci independemment de la taille des follicules (Ireland et Roche, 1983 a;
McNatty et al., 1984a; Martin, 1986; Grimes et al., 1987; RouUlier, 1991) (tableau 4). Le debut
de 1'atresie, n'est pas non plus caracterise par un changement du contenu en estradiol du liquide
folliculaire (Martin, 1986; Grimes et al., 1987). Toutefois, une dmiinution graduelle de la
concentration d'estradiol-17p (£2) dans Ie liquide folliculaire de toutes les classes de tallies de
follicules apparait dans les follicules en atresie avancee (Merz et al., 1981; Kruip et Dieleman,
1982; Ireland et Roche, 1983a; McNatty et al., 1984a; Fortune et Hansel, 1985; Kruip et
Dieleman, 1985; Martin, 1986; Grimes et al., 1987; Spicer et al., 1988; Mariana et al., 1991).
Cependant Ie liquide folliculaire des FD ( > 11 mm) atresiques ou en debut de 1'atresie demeure
plus eleve en estradiol (Ei) que celui des autres follicules (8-11 mm) (Kruip et Dieleman, 1985).
Plusieurs chercheurs (Ireland et Roche, 1983a; McNatty et al., 1984a; Grimes et al., 1987;
Spicer et al., 1987, 1988) ont montre que la degenerescence du follicule conduit egalement a une
augmentation de la teneur du liquide folliculaire en progesterone (P4), resultats qui n'ont
cependant pas ete confirmes par Martin (1986) (tableau 4). Suite a ces etudes, des rapports
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eleves de E2/P4 ,E2/T et E2/?4+T ont ete associes a des follicules sains, alors que des rapports plus
faibles designent des follicules atresiques (Ireland et Roche, 1982; 1983a). Martin (1986) a etabli
une meilleure correlation entre 1'activite hormonale des follicules et la detection microscopique
de 1'atresie en utilisant Ie rapport E2/A. Ainsi, un rapport E^A > 1 est associe a un follicule sain
estrogene actif, alors qu'un rapport E2/A < 1 caracterise un follicule atresique estrogene inactif.
En eflfet, Martin (1986) a trouve que 81% des follicules estrogenes actifs sont classes non
atresiques par les criteres microscopiques et 84% des follicules estrogenes inactifs sont classes
atresiques selon ces memes criteres. Par consequent, Ie rapport Ey/A semble etre un bon critere
pour determiner Ie debut de 1'atresie des moyens et gros follicules.
Le debalencement en hormones steroidiennes des foUicules est suivi d'une baisse
progressive du nombre de recepteurs a la LH des cellules de la theque (Henderson et al., 1984) et
des cellules de la granulosa (Ireland et Roche,1983b), de meme qu'une baisse du nombre de
recepteurs a la FSH des cellules de la granulosa des follicules > 5 mm (Merz et al., 1981; Grimes
et al., 1987; Spicer et al., 1987). Chez la brebis, ce phenomene est detecte seulement en atresie
avancee (Carson et al., 1979). Ces travaux suggerent que la perte de sites de liaisons aux
gonadotropines serait une consequence plutot qu'une cause de 1'atresie (Mariana et al., 1991).
Dans ce chapitre nous avons presente nos connaissances actuelles en ce qui conceme Ie
developpement folliculaire par vague et Ie controle de la maturation des follicules par les
gonadotropines. Nous avons egalement presente une revue de la litterature concemant Ie
developpement de 1'atresie folliculaire. Le reste de la these sera consacree a la caracterisation de
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la hierarchie folliculaire dans les ovaires de la vache (chapitre3). Cette caracterisation sera
realisee apres avoir determine des outils fiables qui sont les criteres d'identlfication du debut de
1'atresie folliculaire (chapitre2).
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Tableau 4 Variation des teneurs de E2, ?4, testosterone et androstenedione dans Ie fluide folliculaire de follicules de













-1' [non significative en
atresie mtermediaire] (7)
^ [2 fois] (1)




^ [1,3 fois] *(3)
4. [15,30 ou 40 fois] (6)
4. [18 fois] (4)
P4: Progesterone
t [2 fois] (1)
ne varie pas (8)
t [2 fois] (7)
t [1,5 fois] (1)
t [2 fois] * (3)
t [3 fois] (4)
ne varie pas (8)
t [6 fois] (1)
t [2 fois] *(3)
t [2,4 ou 5 fois] (6)
t [3 fois] (4)
ne varie pas (8)
T: Testosterone
ne varie pas (1)
ne varie pas (8)
ne varie pas (1, 3, 4, 8)
ne varie pas (1, 3, 4, 8)
A: Androsteaedione
ne varie pas (1)
ne varie pas (9)
ne varie pas (1,4, 9,)
ne varie pas (1, 6, ,4, 9)
t = augmentation >1< = duninution [ ] = estimation du taux de variation ( ) = auteurs




2- Kruip et Dieleman, 1982
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2. Caracterisation du debut de I'atresie folliculaire
2.1 Introduction
L'atresie folliculaire entraine des modifications importantes tant au niveau de 1'aspect
general du follicule que de 1'arrangement des couches de cellules et meme de sa composition
biochimique. Cependant, les observations macroscopiques ne permettent pas d'etablir des
criteres aussi fiables que 1'histologie et la biochimie pour distinguer les follicules sains des
follicules atresiques. Par exemple, en utilisant les criteres macroscopiques etablis par Moor et al.
(1978), Martin (1986) rapporte que 54% des follicules de veaux femelles qui presentent une
vascularisation bien etendue et a couleur rosee sont classes atresiques, alors que 71% de
follicules dits non atresiques presentent des signes microscopiques de degenerescence avancee.
D'autre part, 40% des follicules atresiques a vascularisation appauvrie et de couleur grisatre ne
presentent aucun signe de degenerescence sous Ie microscope (Martin, 1986). Get auteur a
trouve des resultats semblables chez la vache pubere. McNatty et al. (1984a) ont egalement
tente, mais en vain, de relier 1'etat macroscopique du follicule a son activite hormonale. Lors
d'essais preliminaires, nous n'avons pas non plus reussi a etablir une correlation entre 1'etat
macroscopique et 1'etat histologique des follicules bovins. Kmip et Dieleman (1982) ont ete les
seuls a rapporter une bonne correlation (81%) entre la classification macroscopique et
histologique des follicules bovins sains et atresiques.
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L'histologie permet de distinguer clairement les follicules normaux de ceux qui sont en
atresie avancee. Toutefois, les follicules normaux sont histologiquement peu differents de ceux
qui sont au debut de 1'atresie. Les criteres histologiques du debut de 1'atresie demeurent alors
arbitraires. De plus. Ie seul critere histologique courament utilise pour detecter Ie debut de la
degenerescence des follicules est Ie denombrement des noyaux pycnotiques dans la couche de
cellules de la granulosa. Ceci pose un grave probleme, etant donne que Ie nombre minimal de
noyaux pycnotiques permettant de classifier un follicule comme atresique varie d'un auteur a
1'autre. Ce nombre est de 5 pycnoses par section folliculaire (Kruip et Dieleman, 1982 et 1989;
Maurasse et al., 1985; Grimes et al., 1987) ou de 1% des cellules de la granulosa pa section
folliculaire (Martin, 1986). Par consequent, la determination du debut de 1'atresie ne peut se faire
non plus en utilisant les cnteres histologiques actuels.
2.1.1 Objectif et hypothese de travail
L'objectifde ce travail est de definir des criteres histologiques qui sont en correlation avec
les modifications ou changements physiologiques se produisant au debut de 1'atresie. Suite a des
etudes preliminaires eflfectuees sur plus de 300 follicules, nous avons remarque 1'existence de
deux categories de follicules parmi ceux ayant de 7 a 18 couches de cellules de la granulosa.
Dans la premiere categorie, les follicules possedent au plus 5 pycnoses par section folliculaire,
alors que les follicules de la deuxieme categorie en possedent de 10 a 25. En accord avec les
systemes de classification rapportes dans la litterature (Kruip et Dieleman, 1982; 1989; Maurasse
et al., 1985; Driancourt et al., 1981; Grimes et al., 1987), nous avons emis 1'hypothese voulant
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que les follicules qui possedent au plus 5 pycnoses par section folliculaire sont consideres non
atresiques, alors que ceux qui poss^dent de 10 a 25 pycnoses sont en debut de 1'atresie. Lorsque
ce nombre devient plus important dans Ie follicule, nous supposons qu'il est en atresie avancee ou
tres avancee. En utilisant ce systeme de classification, nous avons compare differents parametres
biochimiques sur des foUicules sains et atresiques. Nous avons mesure les contenus du liquide
folliculaire en estradiol-17p, en androstenedione et en progesterone, de meme que les rapports
molaires E2/A et E2/P4 pour tester notre hypothese. D'autre part, nous proposons que des
mesures de syntheses (testosterone, estradiol-17p et estrone) folliculaires et de relache de
steroides (estradiol-17p) par Ie follicule puissent permettre d'etablir une meilleure correlation
entre les criteres histologiques et biochuniques de caractedsation du debut de 1'atresie. En eflfet,
du moins pour l'estradiol-17p relaches in vitro, a notre connaissance, peu d'etudes 1'ont
considere en fonction de 1'etat du follicule (Zimmerman et al, 1985; 1987; Kruip et Dieleman,
1989; RouUlier, 1991; Moor et al., 1973; Hay et al., 1979; Terqui et al., 1988). Mais les etudes
realisees dans notre laboratoire par Rouillier (1991) ont montre que la concentration de ce
steroide dans Ie milieu d'incubation varie moins d'un follicule a 1'autre que celle mesuree dans Ie
liquide folliculaire. Ceci nous incite a considerer aussi ce parametre pour etudier la physiologie
des follicules.
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2.2 Materiels et methodes
2.2.1 Materiel biologique
Les ovaires ont ete recueillis par paires a 1'abattoir; ils ont ete rapidement enveloppes dans
un chiffon imbibe de saline enrichie d'antibiotiques (0,05 g de Fungizone et 2 g de streptomycine /
500 ml de saline). Ces paires d'ovaires ont ete transportees jusqu'au laboratoire a une
temperature de 0°C (glace). Les follicules ont ete ensuite disseques puis leur taille a ete mesuree
a 1'aide d'un vemier. Us ont ete classes en deux classes selon Ie diametre: follicule moyen (classe 1
: 5 a 7,9 mm) et gros follicules (classe 2 : > 8 mm). Apres leur mesure, les follicules ont ete
maintenus dans un chiffon imbibe de saline physiologique jusqu'au moment de 1'incubation ou de
leur congelation pour 1'etude histologique que nous aliens evoquer dans la section suivante.
Entre Ie moment du prelevement des ovaires et Ie debut de 1'incubation ou de la congelation des
follicules il s'ecoule de 2 a 4 heures comme 1'avait fait RouiUier (1991).
2.2.2 Histologie des follicules
Au terme de la dissection ou de 1'incubation, les follicules ont ete soumis a la technique du
demi follicule telle que decrite par Martm (1986). Les follicules ont ete alors congeles dans de
1'azote liquide puis hemisectionnes, une moitie du follicule a ete conservee a -70°C pour un
dosage ulterieur des streroi'des dans Ie liquide folliculaire. L'autre moitie a ete immediatement
plongee dans une solution de fixation histologique (Uqueur de Bouin) a 4°C pendant 24 heures et
transferee par la suite dans de 1'ethanol 70 % jusqu'au moment de I'application des techniques
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histologiques classiques. A la fin de la technique d'histologie les coupes seriees (7 ^im
d'epaisseur) ont ete colorees a 1'hematoxyline de Harris (BDH Chemicals), sans qu'il n'y ait de
contre-coloration.
2.2.3 Criteres de I'atresie
2.2.3.1 Protocole experimental
Notre etude a ete faite sur 160 follicules provenant de paires d'ovaires diflferentes recoltees
a 1'abattou' et dissequees a raison de 6 ou 7 follicules par paire d'ovaires en moyenne. Les
follicules disseques avaient un diametre reparti entre 5 et 16mm. Ds ont ete soumis a la
technique du demi follicule (Martin, 1986). A la suite des observations histologiques, nous avons
etabli une grille de criteres pour la determination de 1'etat du follicule (voir tableau 5); basee
essentiellement sur Ie nombre de couches de cellules de la granulosa et Ie nombre de pycnoses par
section folliculaire.
2.2.3.2 Evaluation microscopique des differents etats folliculaires
Nous avons identifie quatre categories d'etats folliculaire. Les principaux criteres de
determmation de ces quatre types d'etat sont resumes au tableau 5 et illustres dans les figures 1, 2
et3.
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Un follicule normal (N) est un follicule quiade 7 a 18 couches de cellules de la granulosa
et au plus 5 pycnoses (cellule ^ noyau condense qui ne presente ni cytoplasme ni membrane) par
section folliculaire. La granulosa est bien organisee avec une limite antrale reguliere. La
membrane basale est toujours presente et continue. Les cellules basales de la granulosa sont
souvent cylindriques.
Dans les follicules en debut de 1'atresie (niveau Al), Ie nombre de couches de cellules de la
granulosa est egalement de 7 a 18. Toutefois, nous avons compte de 10 a 25 pycnoses par
section folliculaires. De plus, nous avons remarque la presence de cellules qui ressemblent aux
pycnoses lorsque ces demieres sont observees a un grossissement microscopique de 400 x.
Cependant, lorsque nous observons ces memes cellules a un grossissement plus fort (2000 x),
nous voyons qu'elles presentent, de 1'interieur vers 1'exterieur, un noyau rond tres fonce, une
couche de cytoplasme puis une membrane. Ces cellules ont done un aspect different de celui des
pycnoses. Nous avons done donne a ces structures Ie nom de prepycnoses. Us sont au nombre
de 25 a 30 par section folliculaire. Ainsi, si on compte Ie nombre de pycnoses et de prepycnoses,
ce nombre est de 50 au maximum par section folliculaire. D'autre part, a ce niveau Ai de
1'atresie, la granulosa est assez bien organisee avec une limite antrale plus ou moins reguliere. La
membrane basale est toujours presente mais souvent discontinue. Les cellules basales de la
granulosa sont cylindriques par endroits.
Les follicules en atresie avancee (niveau A2) ont 4 a 5 couches de cellules de la granulosa.
Nous avons compte plus de 50 pycnoses par section folliculaire. Par contre, nous n'avons pas
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observe de prepycnoses. Les cellules pycnotiques se retrouvent dans Ie liquide foUiculaire. Les
couches de cellules de la granuolsa sont desordonnees. La membrane basale est habituellement
absente.
Les follicules en atresie tres avancee ont 1 a 3 couches de cellules de la granulosa. Les
pycnoses sont nombreuses (beaucoup plus que 50 pycnoses par section folliculaire). La lame
basale est absente. Les couches de cellules de la granulosa desordonnees forment un cordon
ceUulaire.
2.2.4 Culture stationnaire
Les follicules ont ete incubes dans des contenants en verre dont Ie type et Ie diametre sont
fonction de la taille du foUicule (Rouillier, 1991) afin qu'ils soient submerges par Ie milieu de
culture d'a peine quelques millimetres pour faciliter les echanges gazeux, air-milieu-follicule. Le
volume du milieu d'incubation est aussi en fonction de la surface du follicule selon 1'equation :
V=(l,5xSmm2)/78,5mm2
(V = volume du milieu d'mcubation, S = surface du follicule) (Rouillier, 1991).
Le milieu de culture etait compose de M 199 (Gibco, Burlington, Ontario, Canada)
additionne de 26 mM de NaHCOs (Fisher, New-Jersey, USA) et 20 mM d'Hepes (Sigma, St-
Louis, USA). A ce milieu de culture nous avons ajoute 0,1 % d'albumine serique de boeuf(BSA)
pour minimiser 1'accolement des steroi'des aux parois des contenant utilisees dans les differentes
manipulations, 100 UI d'antibiotique. Ie Penstrep utilise aussi par Rouillier (1991) afin d'eviter la
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contamination bacterienne et fongique dans Ie milieu de culture, et 0,001 pg / ml d'un facteur de
croissance, Pinsuline (insuline bovine, Sigma, St-Louis) pour mieux preserver 1'integnte du
follicule pendant 1'incubation (Monniaux, 1982; Zhang.et al., 1991). Les follicules ont ete incubes
dans un barn agitateur a faible vitesse a 37°C sous une atmosphere d'oxygene (95 %) et de C02
(5 %) (Rouillier, 1991). Nous avons fait des etudes pour determiner les meilleures conditions
d'incubation concemant la duree, la concentration de FSH porcine et celle d'androstenedione
marquee au carbone 14 (precurseur de synthese de testosterone, d'estradiol et d'estrone)
supplementant Ie milieu d'incubation. Celles-ci seront decdtes en detail a la section suivante. A la
suite de ces experiences, nous avons choisi les parametres suivants: duree de culture: 4 heures;
concentration de FSH: 2ng/ml; concentration d'androstenedione marquee au carbone 14:
4,36xlO-7M.
A la fin de 1'incubation, Ie milieu de culture a ete preleve individuellement et congele a -
20°C afin de mesurer ulterieurement la concentration d'hormones steroi'des totales relachees au
cours de 1'incubation (RtA) et pour mesurer la quantite d'hormones nouvellement synthetisees
presentes dans Ie milieu de culture. Les follicules ont ete plonges dans 1'azote liquide, puis
hemisectionnes selon la technique du demi-foUicule (Martin, 1986). Une partie du follicule a subi
la technique d'histologie; 1'autre partie a ete conservee a -70°C pour un dosage ulterieur
d'hormones steroi'des dans Ie liquide folliculaire.
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2.2.5 Mesure de la synthtee de novo: 6tablissement des
conditions adequates de culture de follicule
2.2.5.1 Protocole experimental
Nous avons incube individuellement 75 follicules, dont 30 de petite taille (5 a 7,9 mm) et
45 de grande taille (> 8 mm) dans un systeme de culture stationnaire. La duree de 1'incubation a
varie entre 4,10, 12, 14, 18, et 24 heures afin de choisir une periode qui soit sufl5samment longue
pour permettre au follicule de synthetiser des quantites detectables, tout en conservant son etat
fonctionnel . Nous avons utilise trois concentrations de C-androstenedione: 2,18, 4,36 ou
6,54xl0"7 M. Pour ce chok, nous nous sommes base sur les donnees de Rouillier et al. (1995) en
culture de cellules de la granulosa. Ce chercheur utilise Ie 14C-androstenedione a 2,18 x 10'7 M.
Nous avons utilise aussi 2 fois et 3 fois cette concentration etant donne que dans notre cas nous
avons tout Ie follicule en culture et non les cellules de la granulosa. De plus, nous savons aussi
que Ie Km de 1'enzyme P4so aromatase est de 1'ordre de 1,2x10 M (McNatty et al., 1984a).
Pour la FSH, nous avons utilise deux concentrations : 2 ng/ml et 10 ng/ml. Ce chok a ete pris a
la suite des resultats de Rouillier et al.(1995) obtenues avec les cultures de cellules de la
granulosa. Selon ces resultats, la synthese d'estradiol-17p est optimale a une concentration de
FSH dans Ie milieu d'incubation a 2 ng/ml alors que les concentrations de 0 ng/ml et 10 ng/ml de
cette hormone etaient defavorables a cette synthese. D'autre part, nous avons observe dans
d'autres etudes de culture de perifusion (voir chapitre 6: annexe), que les follicules traites a 10
ng/ml de FSH avaient une tendance a relacher plus d'estradiol dans Ie milieu d'incubation que
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ceux traites a 0 et 100 ng/ml. C'est pour cela que nous avons utilise deux concentrations de FSH
(2 ng/ml et 10 ng/ml) au lieu de trois concentrations (0 ng/ml, 2 ng/ml et 10 ng/ml) puisque les
manipulations sont nombreuses et longues. Au terme de I'incubation, les hormones nouvellement
synthetisees par Ie follicule (14C testosterone, 14C estradiol-17p et C estrone) out ete quantlfiees
par comptage de la radioactivite dans Ie milieu d'incubation et Ie liquide folliculaire. Cette
quantification a ete possible apres avoir realise sur Ie liquide folliculaire et Ie milieu de culture une
extraction de ces hormones suivie par leur separation a 1'aide de chromatographies en couches
minces telles que nous allons Ie decrire dans les sections 2.2.9 et 2.2.10. Les resultats sont
exprimes en pg/follicule (c-a-d pg / volume total du milieu de culture ajoute a celui du liquide
folliculaire) en tenant compte de 1'activite specifique des hormones marquees au carbone 14. Par
la suite, les resultats obtenus, pour chaque hormone nouvellement synthetisee par Ie follicule, ont
fait 1'objet de tests statistiques par analyse de variance (logiciel S.A.S, 1989). Le test de Duncan a
ete utilise pour comparer les groupes. Compte tenu du nombre limite de follicules utilises pour
cette etude, seuls les eflfets principaux de la duree d'incubation, de la quantite de 14C-
androstenedione et de la quantite de FSH ont ete analyses. Le dispositif experimental ne
permettait pas 1'etude de 1'mteraction entre ces facteurs.
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2.2.5.2 Resultats
2.2.5.2.1 Duree de la culture
La figure 4 illustre les resultats concemant les concentrations des steroi'des nouvellement
synthetises par Ie follicule ( C testosterone, 14C estradiol-17p et C estrone) selon la duree de la
culture pour les deux classes folliculaires. Quelle que soit la taille du follicule, la duree de la
culture n'a pas d'effet significatif sur la synthese folliculaire de ces trois hormones. Les
concentrations des steroi'des nouvellement synthetises par Ie follicule sont done mesurables a une
duree d'incubation de 4 heures. Nous avons done choisi cette duree de culture pour nos essais
ulterieurs, puisque nous savons qu'elle est favorable pour conserver 1'etat morphologique et
physiologique du follicule. En efifet les etudes anterieures dans notre laboratoire (Rouillier, 1991)
et nos propres etudes (voir chapitre 6: annexe) en foumissent les preuves.
2.2.5.2.2 Precurseur 14C androstenedione
Dans la figure 5 nous remarquons que la synthese de C testosterone, par les follicules de
classe 1, est la meme pour les trois groupes. Neanmoins, nous observons une synthese de cette
hormone par les gros follicules (classe 2), significativement plus importante lorsque Ie milieu de
culture est enrichi de 14C androstenedione a 4,36x10 M au lieu 2,18x10 '7 M (p = 0,02). Par
ailleurs, a partir de la meme figure, nous ne decelons aucune difference significative entre les trois
groupes de traitement du milieu au C androstenedione pour la synthese de C estradiol-17p et
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de C estrone. Ceci est observe pour les deux classes folliculaires. Nous choisissons alors la
concentration de 14C androstenedione a 4,36x10 M (soit environ 3,5 fois Ie Km de 1'enzyme
P45o aromatase) pour nos etudes ulterieurs, parce que c'est la concentration qui nous a foumi une
synthese optimale de C testosterone pour les gros follicules.
2.2.5.2.3 Concentration de FSH
A partir de la figure 6, nous remarquons que la concentration de FSH a 2 ng/ml ajoutee
dans Ie milieu d'incubation favorise significativement la synthese de C testosterone (p = 0,03) et
du C estradiol-17p (classel, p = 0,007; classe2, p = 0,03), par comparaison a la concentration
de FSH a 10 ng/ml, ceci etant vrai pour les deux classes folliculaires. Cependant, une plus grande
concentration de FSH ne semble pas influencer la synthese de C estrone et ce, aussi bien pour
les moyens que pour les gros follicules. De ce fait nous allons utiliser la concentration de FSH a
2ng/ml pour nos etudes ulterieures.
2.2.6 Technique d'extraction pour dosage RIA
L'estradiol-17p, 1'androstenedione et la progesterone ont ete extraits du liquide folliculaire,
selon la technique decrite par Rouillier (1991). Nous avons utilise comme solvants un melange
d'ether de petrole et d'ethyl acetate (11 : 2; voVvol; Accusolv, Anaschemia, Montreal). Le
pourcentage de recuperation est de 90 % pour l'estradiol-17p; 100 % pour 1'androstenedione et
100 % pour la progesterone.
32
2.2.7 Dosage des hormones par radioimmuno6talonage (RIA)
Les concentrations d'estradiol du milieu de culture, d'estradiol, d'androstenedione et de
progesterone du liquide folliculaire, ont ete mesurees par radioimmunoetalonnage selon la
technique decrite par Martin (1986) et Rouillier (1991). Nous avons utilise des anticorps
developpes chez Ie lapin respectivement centre la progesterone-12 (0-carboxymethyle)-oxyme-
BSA, l'androstenedione-11-a-hemisuccmate-BSA et l'estradiol-7-a-butyrate-BSA (equipe du Dr.
A. Belanger, laboratoire d'endocrinologie moleculaire, Universite Laval, Quebec). Ces anticorps
sont hautement specifiques et permettent de reduire les reactions croisees avec les autres
steroides a moins de 1 % pour 1'anti-estradiol et a moins de 3 % pour Fanti-androstenedione et
1'anti-progesterone. Les coeflBcients de variation intra et interdosages sont de 5,6 % et 13,5 %
pour 1'estradiol, 7,6 % et 10,4 % pour 1'androstenedione et 4,3 % et 15 % pour la progesterone.
2.2.8 Validation des dosages d'hormones st6roi'des (par RIA) sans
extraction du liquide folliculaire
Afin d'eviter la sous-estimation des mesures hormonales occasionnee par un dosage R[A
du liquide folliculaire sans extraction de ce demier, un essai prealable a ete realise dans Ie but
d'etablir une correspondance des concentrations hormonales mesurees dans Ie liquide folliculaire
avec ou sans extraction pour les trois hormones etudies a savoir, estradiol-17p, androstenedione
et progesterone. Ainsi un dosage RIA du liquide folliculaire a ete eflfectue pour 60 follicules de
differents diametres (moyens et gros). Chacun de ces liquides folliculaires a ete dose deux fois en
meme temps et exactement dans les memes conditions, une fois apres avoir subi la technique
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d'extraction et une fois sans extraction. Ce dosage a ete realise separement pour les trois
hormones steroides etudiees. La concentration des echantillons de liquide folliculaire mesures par
R[A apres extraction est comgee selon Ie pourcentage de recuperation obtenu lors de 1'extraction
(voir section 2.2.6).
Comme nous pouvons Ie constater dans la figure 7, la quantite d'hormones mesuree par
RIA apres extraction du liquide folliculaire varie de fa^on lineaire avec celle mesuree sans
extraction de ce demier. Ceci est observse pour les trois hormones etudiees a savoir, 1'estradiol-
17(3, 1'androstenedione et la progesterone. En eflfet, les resultats montrent une droite pour
chaque hormone etudiee. Nous pouvons constater, de plus, que les coefficients de correlation
des trois droites sont tres hauts (estradiol-17p; R= 0,994, androstenedione: R= 0,962,
progesterone: R = 0,996).
Nous remarquons que la valeur de 1'hormone obtenue sans extraction du liquide folliculau-e
dans Ie cas de l'estradiol-17p est relativement plus faible que celle mesuree apres extraction. Ceci
est vrai quelle que soit Pordre de valeur mesuree. Dans Ie cas de 1'androstenedione, nous sous-
estimons la mesure de cette hormone d'une valeur de 14410 pg / ml lorsque nous eflfectuons notre
dosage sans extraire Ie liquide folliculaire et ceci est vrai, quel que soit 1'ordre de valeur de
1'hormone mesuree. U s'ensuit que plus les valeurs mesurees sont faibles, plus Ie risque d'en-eur
est grand. Enfin, en ce qui conceme la progesterone, la valeur de 1'hormones que nous mesurons
sans extraction n'est pas dififerente de celle que nous obtenons apres extraction du liquide
folliculaire. Cette constatation est aussi bien valable pour les faibles que pour les grandes valeurs
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mesurees dans Ie liquide folliculaire. U n'est done pas necessaire, dans nos essais ulteneurs,
d'extraire Ie liquide foUiculaire pour mesurer la progesterone.
Etant donne que 1'extraction des steroi'des est une etape tres onereuse, les correspondances
etablies nous permettent done de mesurer les hormones steroi'des sans extraction et d'effectuer
ensuite a 1'aide des equations des droites, les corrections necessaires pour ^tablir la veritable
concentration. Nous allons done faire ces corrections dans Ie cas de l'estradiol-17(3 et de
1'androstenedione.
2.2.9 Technique d'extraction pour chromatographie en couches
minces
Au terme de I'incubation, les liquides folliculaires (100 ml) et les milieux de culture (1 ml)
out ete supplementes individuellement d'un melange d'hormones steroi'des (standards): 1'estradiol-
17p, 1'androstenedione, 1'estrone et la testosterone (Sigma, St-Louis/MO) a une concentration de
10 mM. Ceci nous a permis de situer la migration de ces hormones lors de la chromatographie en
couches minces (CCM) et ce, apres revelation des plaques de CCM a 1'aide de rayons ultra-
violets et de Piode solide. Nous avons procede par la suite a une double extraction de ces Uquides
folliculaires et milieux de culture a 1'aide de 1'ether ethylique (ACP : E-120), (4 ml par tube). Lors
de la premiere extraction, les tubes ont ete vortexes legerement puis deposes sous une hotte pour
une duree de 2 heures pour que les deux phases se separent. Suivant cette attente, on a congele
les tubes dans un bain de methanol/neige carbonique. Ensuite 1'extrait (dissous dans 1'ether
ethylique) a ete decante dans des tubes 12 x 75 mm puis evapore sous vide. L'extrait sec obtenu
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a subi de nouveau une deuxieme extraction sinulaire a la premiere. A la fin de cette deuxieme
extraction, 1'extrait a ete resuspendu a 1'aide de 50 ml de dichloromethane (Fisher Ds? B-l) afin de
subir une chromatographie en couches minces pour separer les hormones steroi'des (estradiol-
17p, estrone, testosterone et androstenedione), selon la technique decnte dans la section
smvante.
2.2.10 Chromatographie en couches minces
Les hormones steroi'des du liquide folliculaire et du milieu de culture dissous dans Ie
dichloromethane ont ete vortexes quelques secondes, puis appliques sur une plaque de CCM (gel
de silice : 20 x 15 cm) a raison de 10 (xl a 1'aide d'un capillaire. La migration des hormones
steroi'des a ete realisee dans un melange de solvant toluene-acetone-acide acetique(4 : 1 : 0,05)
Les steroi'des ont ete detectes a 1'aide des rayons ultra-violets (pour 1'androstenedione et la
testosterone) et de 1'iode solide (pour 1'estradiol et 1'estrone). Les taches ont ete deposees dans 4
ml de cocktail a scmtillation (Ready-solv Beckman, Toronto, Can).
2.2.11 Mesure de l'6paisseur de la th^que interne et de la
granulosa selon l'6tat du follicule
Dans Ie but d'etudier la relation de 1'epaisseur de la theque inteme et de celle de la
granulosa avec 1'etat du follicule, nous avons utilise 79 follicules (38 de moyenne taille et 41 de
grande taille). Les follicules ont subi la technique du demi follicule (Martin, 1986), puis nous
avons realise 1'histologie classique sur une hemisection. A la suite de 1'histologie nous avons
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mesure Fepaisseur de la theque inteme et celle de la granulosa au microscope. Pour ce faire,
nous avons utilise un oculaire gradue en unites et une lame graduee en millimetres et nous avons
calcule pour chaque unite de 1'oculaire la valeur en millimetres. Ceci nous a permis par la suite de
calculer Fepaisseur des couches en comptant Ie nombre d'unites sur 1'oculaire gradue.
La variation de 1'epaisseur de la theque inteme en fonction de 1'etat du follicule a ete
comparee par contrastes orthogonaux. Le modele statistique utilise incluait les sources de
variations reliees a 1'etat folliculaire (c'est a du'e normal, N; debut de 1'atresie , Ai; atresie
avancee, A2; atresie tres avancee, As). Nous avons compare dans un premier temps les groupes
N+Ai et A2+As parce que ces deux groupes seraient theoriquement diflferents sur Ie plan
physiologique. Ensuite nous cherchons a detecter s'il existe une diflference entre les follicules
normaux et ceux qui debutent 1'atresie puis entre les groupes A2 et As, L'analyse a ete faite
separement pour les deux classes folliculaires parce que ces demieres n'ont pas Ie meme patron
de relache des steroi'des in vitro (Kmip et Dieleman, 1989).
2.2.12 Mesure du contenu du liquide folliculaire en steroTdes selon
l'6tat du follicule
Dans Ie but de voir 1'efFet de 1'etat du follicule sur Ie contenu du liquide folliculaire en
steroides, 1'etude a ete faite sur 106 follicules (48 de moyenne taille et 58 de grande taille) dont la
plupart ont servi pour la mesure de la theque inteme (section 2.2.11). Ces demiers ont subi la
technique du demi follicule (Martin, 1986), une moitie a servi pour 1'histologie classique, 1'autre
pour Ie dosage (par RIA) des hormones steroides: l'estradiol-17p, 1'androstenedione et la
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progesterone du liquide folliculaire. Les resultats obtenus concemant la concentration de ces
hormones ainsi que leurs rapports molaires E2/A et E-^/P^ ont fait 1'objet d'une analyse statistique
par contrastes orthogonaux. Cette analyse tenait compte, pour chaque classe folliculaire, de 1'etat
du follicule de la meme fa^on que nous 1'avons decrit dans Ie premier protocole experimental.
La repartition des follicules selon Fetat histologique et 1'activite estrogene E2/A d'une part et
E2/P4 d'autre part a fait 1'objet de la demiere etape de la presente etude. L'analyse statistique dans
ce cas etait faite par un test d'analyse de proportions (test de chicarre) pour les deux classes
folliculaires separement.
2.2.13 Synthese in vitro des steroTdes selon I'etat du follicule
L'etude que nous entamons maintenant conceme les nouvelles syntheses des honnones
steroides par Ie follicule in vitro ainsi que Ie contenu d'estradiol-17p total (nouvellement
synthetise et preexistant) du liquide folliculaire et sa relache dans Ie milieu d'incubation. Tous ces
parametres ont ete etudies en fonction de 1'etat du follicule pour les deux classes folliculaires.
Nous avons mis individuellement en culture 176 follicules dont 128 de taille moyenne et 48
de grande taille. Les conditions adoptees pour 1'incubation out ete basees sur les resultats obtenus
a la section 2.2.5. Au terme de la culture, les follicules ont ete congeles et coupes en deux pour
sendr d'une part a 1'histologie et d'autre part aux dosages des hormones (14C testosterone, 14C
estradiol-17p et 14C estrone nouvellement synthetisees par Ie follicule apres chromatographie en
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couches minces et l'estradiol-17p total par R[A) dans Ie liquide folliculau-e. Le milieu de culture
a ete aussi recolte pour ces memes dosages. Dans Ie cas de l'estradiol-17p total du liquide
folliculaire (dose par RIA), nous avons du Ie faire avec les echantillons de liquide folliculaire qui
nous restaient apres avoir eflTectue les autres dosages sur ces memes echantillons. C'est pour cela
que dans nos resultats (figures 11 et 12) 1'efFectif des follicules des dififerents groupes compares
est different entre ces deux figures d'une part et entre les resultats concemant Ie liquide
folliculaire et Ie milieu de culture de la figure 12 d'autre part. Les techniques des dosages utilises
ont ete decrites anterieurement (sections 2.2.6, 2.2.7,2.2.8, 2.2.9 et 2.2.10).
Pour les deux classes folliculaires, la variation des hormones en fonction de 1'etat du
follicule a fait 1'objet d'une analyse statistique par contrasts orthogonaux tel que decnt dans la
section 2.2.11.
2.2.14 Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont ete efifectuees en utilisant Ie logiciel S.A.S (Statistical analysis
system, 1989), (sections 2.2.11, 2.2.12 et 2.2.13). Pour normaliser la distribution toutes les
donnees ont ete transformees en valeurs logarithmiques avant d'etre soumises a 1'analyse
statistique. Les resultats presentes ont ete retransformes en valeurs reelles de fa^on a pouvou' les
visualiser plus facilement.
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Figure 1 Coupes transversales de follicules normaux: N (I et ffl) et en debut de
Fatresie: Ai (Q et W). Photos I et H (346x). Photos ffl et TV (1690x).
A=Antre, G = Granulosa., T=Theque inteme, P=Pycnose,
PP == Prepycnose.
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Figure 2 Coupes transversales de follicules en debut de Fatresie: Ai (1690x).
A = Antre, G = Granulosa, P = Pycnose, PP = Prepycnose.
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Figure 3 Coupes transversales de follicules en atresie avancees: A2 (photo du haut)
et en atresie tres avancees: As (phto du bas) (676x). A=Antre,
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Figure 4 EfFet de la duree de la culture sur la production des steroi'des
mesuree dans Ie volume total du milieu de culture et du
liquide folliculaire pour les deux classes folliculaires.
() Nombre de follicules.
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Classes folliculaires
Figure 5 Eflfet de 14C androstenedione sur la production des steroldes mesuree dans Ie volume total du liquide
folliculaire et du milieu de culture pour les deux classes folliculaires.
() Nombre de follicules.
Des lettres difFerentes indiquent une difiference significative, p = 0,02.





























Figure 6 Eflfet de la FSH sur la production des steroides mesuree dans Ie volume total du liquide folUculaire et du
milieu de culture pour les deux classes folliculaires.
( ) Nombre de follicules.
Probabilite significative: *,p=0,03; **, p = 0,007.































R = Coefficient de correlation.
Comparaison des concentrations hormonales mesurees dans Ie liquide
folliculaire apres ou sans extration.
47
2.3 Resultats
2.3.1 Effet de F6tat du follicule sur I'epaisseur de la th^que interne
et de la granulosa
L'epaisseur de la theque inteme ne change pas avec 1'etat folliculaire aussi bien chez les
moyens (classe 1) que chez les gros follicules (classe 2) et ce meme en atresie avancee (figure 8 et
tableau 6). En ce qui conceme la granulosa, nous avons discrimine les differents etats folliculaires
en utilisant entre autres Ie nombre de ses couches. Selon notre hypothese, les foUicules normaux
et ceux qui sont en debut de 1'atresie presentent Ie meme nombre de couches de la granulosa. Ce
nombre dimmue chez les follicules en atresie avancee et tres avancee. Nous avons voulu
simplement verifier si 1'epaisseur de la granulosa varie avec Ie debut de 1'atresie. Nos resultats
montrent une diminution significative (voir tableau 6 pour les probabilites) de 1'epaisseur de la
granulosa avec 1'atresie avancee du follicule et ce, chez les 2 classes folliculaires. Cette diminution
n'est pas observee avec Ie debut de 1'atresie compare a 1'etat normal du follicule (voir figure 8 et
tableau 6).
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2.3.2 Effets de I'etat du follicule sur Ie contenu du liquide
folliculaire en st6roTdes
2.3.2.1 EstradioM7p
La concentration du liquide folliculaire en estradiol-17p diminue en atresie avancee (A2) et
tres avancee (A3) par rapport a celui mesure chez les follicules normaux et en debut de 1'atresie,
ceci etant vrai pour les deux classes de tallies folliculaires (classe 1, p= 0,0008; classe 2,
p= 0,0003). Cette diminution n'est cependant pas significative avec Ie debut de 1'atresie
folliculaire par comparaison a 1'etat nomial du follicule et ce, quelle que soit la taille du follicule
etudie (vou- figure 9 et voir tableau 7)
2.3.2.2 Androstenedione
Nous pouvons voir a la figure 9 et au tableau 7 que, chez les deux classes folliculaires, les
follicules nomiaux ne different pas des follicules atresiques quant a leur contenu en
androstenedione du liquide folliculau-e. H en est de meme pour les moyens follicules en atresie
avancee (A2) versus tres avance (A3). Cependant, chez les follicules de grande taille, nous
remarquons une baisse significative de cette hormone dans Ie liquide folliculau-e en atresie tres
avancee (A3) par comparaison a 1'atresie avancee (A2), (p = 0,03).
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2.3.2.3 Progest6rone
Comme on peut Ie constater dans la figure 9 et Ie tableau 7, nous retrouvons Ie meme
patron de differences entre les groupes d'etats folliculaires que celui decrit dans Ie cas de
1'androstenedione du liquide folliculaire. Ceci est observe quelle que soit la taille du follicule.
Toutefois, a 1'inverse de la dimmution observee precedemment dans Ie cas de 1'androstenedione
du liquide folliculaire lors de 1'atresie avancee versus tres avancee, la progesterone subit plutot
une augmentation significative (p = 0,01).
2.3.3 Effets de I'etat du follicule sur les Rapports molaires E2/A et
E2/P4
Les follicules de moyenne taille (classe 1) presentent des rapports molaires de
concentration d'estradiol-17p sur androstenedione et d'estradiol-17p sur progesterone, inferieurs
a 1 (figure 10 et tableau 7.). Ces rapports molaires sont reduits de fa9on significative en atresie
avancee (A2) ou tres avancee (A3) (E2/A, p = 0,01; E2/P4, p = 0,0009). Ceci n'est pas Ie cas
lors du debut de 1'atresie. Par ailleurs, ces deux rapports molaires sont superieurs a 1 chez les
follicules normaux de grande taille (classe 2). De plus, au sein de cette meme classe de taille de
follicules, les deux rapports molaires diminuent de fa^on significative des Ie debut de 1'atresie
(E2/A, p = 0,0001; E2/P4, p = 0,007, voir figure 10 et tableau 7)
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2.3.4 Repartition des follicules estrog^nes actifs selon leurs etats
Comme 1'avait fait Martin (1986), il pourrait etre interessant de definir Ie follicule par son
activite estrogene. Un follicule dont Ie rapport molaire E2/A est superieur a 1 serait alors
estrogene actif, tandis que celui qui a un rapport E-^/A inferieur a 1 serait estrogene inactif. D en
est de meme pour Ie rapport molaire E2/P4.
2.3.4.1 Activity estrogene d6finie par Ie rapport molaire E2/A
Nous pouvons observer a partir du tableau 8, que la proportion des follicules estrogenes
actifs de classe 1 ne differe pas en fonction du niveau de 1'atresie (p = 0,05). Mais lorsqu'on
examine les resultats obtenus pour les follicules de classe 2, la proportion des follicules estrogenes
actifs differe en fonction du niveau de 1'atresie (p = 0,0001). Ainsi 75% des gros foUicules
estrogenes actifs sont classes non atresiques, tandis que, 14% seulement et 5% de ces follicules
sont classes en debut de 1'atresie et en atresie avancee ou tres avancee respectivement selon nos
criteres microscopiques. Nous remarquons alors avec notre nouvelle identification des differents
etats folliculaires que, parmi les follicules de grandes tallies, la proportion des follicules estrogenes
actifs subit une chute bmtale des Ie debut de 1'atresie.
2.3.4.2 Activite estrogene d6finie par Ie rapport molaire E^IP^
Nous pouvons observer a partir du tableau 9 que la proportion des follicules estrogenes
actifs de classe 1 et de classe 2 respectivement ne diflfere pas significativement en fonction du
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niveau de 1'atresie (classel, p = 0,08; classe2, p = 0,05). U est a noter qu'il existe chez les
follicules de grande taille une faible proportion des follicules estrogenes actifs (E^/P^ > 1) (25%)
au sein des follicules histologiquement non atresiques selon nos criteres microscopiques (tableau
9). Cependant lorsqu'on abaisse la norme arbitraire qui definit 1'activite estrogene des gros
follicules par Ie rapport molaire £2^4 > 1 de la valeur la 0,1 (tableau 10), nous trouvons que
Factivite estrogene est aflfectee par 1'atresie des son debut (p = 0,025). En eflfet, la proportion des
gros follicules dont Ie rapport molaireE^ est superieur a 0,1 diminue de moitie des Ie debut de
1'atresie (tableau 10).
2.3.5 Effet de I'etat du follicule sur la synthese des steroTdes
2.3.5.1 14C testosterone
Nous remarquons a la figure 11 et au tableau 11 que les folUcules atresiques synthetisent
moins de C testosterone que les follicules normaux (classe 1 et classe 2, p = 0,0001). Nous
observons egalement, une baisse de synthese de cette hormone chez les follicules en atresie tres
avancee (A3) par comparaison aux follicules en atresie avancee (A2) (classe 1, p = 0,007; classe
2, p = 0,0009). De plus les follicules de grande taille en debut de 1'atresie synthetisent moins de
testosterone (classe 2, p = 0,04) que les follicules normaux. Ceci n'est pas observe pour les
follicules de moyenne taille.
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2.3.5.2 14C estradiol-17p et 14C estrone
Nous trouvons que les follicules de classe 1 et de classe 2 synthetisent la meme quantite de
14C estrone , quelle que soit leur etat histologique. H en est de meme pour la synthese de C
estradiol-17p dans Ie cas des folUcules de classe 1. Mais, chez les gros follicules, nous observons
une baisse significative de synthese folliculaire de cette hormone lors de 1'atresie avancee (A2) ou
tres avancee (A3) par comparaison aux follicules normaux ou debutant 1'atresie (p= 0,02)
(tableau 11 et figure 11).
2.3.6 Effet de I'etat du follicule sur Ie contenu du liquide folliculaire
en estradiol-17p total apres culture des follicules
Comme nous pouvons Ie constater a partir de la figure 12 et du tableau 11, Ie liquide
folliculaire est moins riche en estradiol-17p total (nouvellement synthetise et preexistant) chez les
follicules (de classe 1 et de classe 2) en atresie avancee (A2) ou tres avancee (A3) par rapport aux
follicules normaux (classe 1 et classe 2, p = 0,0001) Cependant, cette diflference n'est observee
avec Ie debut de 1'atresie que chez les moyens follicules (classe 1) (p = 0,0002, voir figure 12 et
tableau 11).
2.3.7 Effet de l'6tat du follicule sur la relache d'estradiol-17p total
dans Ie milieu d'incubation
Les follicules en atresie avance (A2) ou tres avancee (A3) relachent moins d'estradiol-17p
total dans Ie milieu de culture que les follicules normaux. Ce resultat est observe pour les deux
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classes de tallies foUiculau-es (classe 1 et classe 2, p = 0,0001). De plus, les resultats montrent
une baisse draconienne de relache d'estradiol-17p dans Ie milieu de culture, associe avec Ie debut
de 1'atresie (classe 1, p = 0,0003; classe 2, p = 0,0001). Cette baisse est de 1'ordre de 50 % chez
les moyens follicules (classe 1) et de 90% chez les gros follicules (classe 2) (voir figure 12 et
tableau 11.)
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Tableau 6 Niveau de probabilite associe aux efFets de 1'etat du follicule sur 1'epaisseur de la theque































Ai = Debut d'atresie
A2 = Atresie avancee
A3 = Atresie tres avancee
( ) Nombre de follicules
1 = Analyse statistique par contrastes orthogonaux a
1'interieur de la classe
* = Probabilite significative
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Tableau 7 Niveau de probabilite associe aux effets de 1'etat du follicule sur la concentration et les



















































Ai = Debut de 1'atresie
A2 = Atresie avancee
As = Atresie tres avancee
() Nombre de follicules
Analyse statistique par contrastes orthogonaux a 1'interieur de la classe




Tableau 8 Repartition des follicules estrogenes actifs et inactifs par Ie rapport































Classe 1, p = 0,05 Classe2, p= 0,0001
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Tableau 9 Repartition des follicules estrogenes actifs et inactifs par Ie rapport































Classe 1, p = 0,08 Classe2, p= 0,05
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Tableau 10 Repartition des follicules de classe 2 en fonction du




















Tableau 11 Niveau de probabilite associe aux efFets de 1'etat folliculaire sur la synthese homionale du
follicule (liquide folliculaire plus milieu de culture), sur la concentration du liquide folliculaire
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Ai = Debut de Fatresie
A2 = Atresie avancee
As = Atresie tres avancee

























Figure 8 Epaisseur de la theque inteme et de la granulosa en fonction
de 1'etat du follicule pour les deux classes folliculaires.
( ) Nombre de follicules.



































Concentration d'estradiol-17p, (Tandrostenedione et de progesterone mesurees dans Ie liquide
folliculaire en foncdon de 1'etat du follicule pour les deux classes folliculaires.
( ) Nombre de follicules.


































Figure 10 Rapport molaire des hormones steroi'des du liquide folliculaire
en fonction de 1'etat du follicule pour les deux classes
folliculaires.
() Nombre de follicules.





























Figure 11 Concentration des hormones nouvellement synthetisees mesurees dans Ie volume total de milieu de culture et du
Uquide folliculaire en fonction de 1'etat pour les deux classes folliculaires.
( ) Nombre de follicules.

















Figure 12 Concentration en estradiol-17p total (estradiol-17p + 14C estradiol-
17p) mesuree dans Ie liquide foUiculaire et Ie milieu de culture en
fonction de 1'etat pour les deux classes folliculaires.
() Nombre de follicules.
Les analyses statistiques sont presentees au tableau 11.
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2.4 Discussion
2.4.1 Caracteristiques histologiques de l'6tat folliculaire
Chez les follicules que nous avons classes en d6but de 1'atresie, nous avons pu remarquer a
partir de nos observations microscopiques de la granulosa, la presence de cellules que nous avons
nommees prepycnoses. Ces cellules sont constituees d'un noyau entoure de cytoplasme et de
membrane. EUes ont une grande ressemblance avec les leucocytes, ce qui pourrait ressembler aux
resultats rapportant une mvasion de la granulosa des follicules bovins de grande taille par des
macrophages. Mais, ceci a ete observe lors de 1'atresie avancee (Lobel et Levy, 1968;
AboulFadle et coll., 1974; Bukovsky et coll., 1978). Ces chercheurs ont emis 1'hypothese du role
possible du systeme mununitaire dans 1'atresie folliculaire ou les globules blancs viendraient
absorber les debris apres degenerescence de la paroi folliculaire. Mais, dans notre cas il s'agit du
debut de 1'atresie. De plus, des etudes efFectuees par immunohistochimie, dans notre laboratoire,
ont montre qu'au fait il ne s'agit pas de globules blancs. Nous pensons alors que ces cellules
representent une etape intermediaire de formation de noyaux pycnotiques ou des cellules en
apoptose. En eflfet. Jolly et coll. (1994) suggerent chez Ie bovin que 1'apoptose peut se produire
chez les follicules durant les stades les plus precoces de 1'atresie. Ces stades ont lieu avant meme
de pouvoir detecter d'autres changements morphologiques et biochimiques. La presence de ces
cellules dites prepycnoses ou debut des pycnoses constitue alors un nouveau critere de
determination du debut de 1'atresie folliculaire. De plus, celles ci nous incitent a avancer
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1'hypothese qu'il se passe chez ce type de follicules un phenomene physiologique que nous ne
retrouvons pas chez les follicules que nous avons classes non atresiques.
2.4.2 Influence de I'^tat du follicule sur I'epaisseur de la theque
interne
Sur Ie plan morphologique, plusieurs chercheurs ont rapporte un ^paississement de la
theque inteme en atresie primaire et secondaire et un epaississement ou un amincissement en
atresie tertiaire (Rajakoski, 1960; Marion et coll. 1968 et Pnedkalns et Weber 1968). Cependant,
nos resultats montrent que 1'epaisseur de cette couche cellulaire du follicule ne change pas avec
1'etat de ce demier. H nous parait important de signaler que ce critere semble etre cite pour les
premieres fois dans les travaux de Rajakoski (1960); Marion et coll. (1968) et Pnedkahs et
Weber (1968). Cependant, les niveaux de 1'atresie decrits par ces auteurs correspondent, selon
notre classification, a des niveaux tres avancees de 1'atresie. Or, a ces niveaux de Fatresie, il ne
reste quasiment plus de granulosa. D est alors possible que leur affirmation resulte du fait que
1'epaisseur de la theque a ces niveaux de Fatresie semble importante par comparaison a celle de la
granulosa. D'ailleurs, ces chercheurs ne donnent aucun resultat numerique comparant les
epaisseurs de la theque inteme selon 1'etat du follicule. Notre etude morphometrique quantitative
ne supporte done pas les affirmations des chercheurs precedemment cites, et nous devons
conclure que 1'epaisseur de la theque inteme ne change pas avec 1'etat du follicule. L'epaisseur
de cette couche cellulaire n'est done pas un bon critere d'evaluation de 1'etat folliculaire.
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2.4.3 Influence de l'6tat du follicule sur l'6paisseur de la granulosa
Nos resultats montrent que Pepaisseur de la granulosa diminue avec 1'atresie du follicule.
Cette diminution est observee seulement en atresie avancee (A2 et As) et non pas en debut de
1'atresie (Ai). Nous ne pouvons comparer ces resultats avec les donnees de la litterature, puisque
ces demieres ne foumissent pas de valeurs numenques concemant 1'epaisseur de la granulosa
selon 1'etat du follicule. Mais, nous tenons a remarquer que 1'absence de la dimmution de
1'epaisseur de la granulosa en debut de 1'atresie n'est pas surprenante. En eflfet, selon nos cnteres
de determination de 1'etat du follicule. Ie nombre de couches de cellules de la granulosa est Ie
meme pour les follicules non atresiques que pour les follicules en debut de 1'atresie (7 a 18
couches). Ce critere est different de celui de Martin (1986); Grimes et coll. (1987); Maurasse et
coll. (1985), qui ont classe les follicules ayant de 10 a 15 couches de cellules de la granulosa
comme etant non atresiques, alors que les follicules en debut de 1'atresie ont de 7 a 10 couches
cellulaires. Nous n'avons pas utilise les memes cnteres que ces auteurs, car nos observations
nous ont montre que panni les follicules presentant 7 a 18 couches de cellules de la granulosa,
certains follicules presentent des changements moq)hologiques tres restreints, quoique que
constants (presence de cellules que nous avons nommees prepycnoses). Nous avons done emis
1'hypothese que les foUicules presentant ces caracteristiques seraient en debut de 1'atresie. Meme
si d'un simple point de vue morphologique, ces changements sont plutot mineurs. Nous allons
done verifier qu'ils sont associes avec des changements physiologiques ou fonctionnels dans Ie
follicule.
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2.4.4 Teneur hormonale et 6tat folliculaire
Nos resultats montrent que la teneur du liquide folliculaire en androstenedione ne diminue
que chez les follicules de grande taille en atresie avancee par comparaison a ceux en atresie tres
avancee. Ainsi a 1'exception de cette diminution, nos resultats sont en accord avec ceux
rapportes par plusieurs chercheurs chez Ie bovin pour differentes classes de taille folliculaires
(McNatty et al., 1984a; Ireland et Roche, 1983a; Martin, 1986; Grimes et al., 1987; Spicer et al.,
1987; Rouillier, 1991). Toutefois, il est a mentionner que les travaux realises par la plupart de ces
chercheurs ont porte sur les follicules non atresiques par opposition aux follicules atresiques sans
tenir compte des difiTerents niveaux d'atresie. Cela pourrait expliquer la difference de notre
resultat par rapport a ceux de la litterature pour ce qui a trait a cette baisse d'androstenedione au
demier niveau d'atresie. Ainsi, compte tenu du fait que, en general, 1'androstenedione du liquide
folliculaire ne change pas avec 1'etat du follicule, cette hormone n'est done pas un bon critere de
correspondance avec les changements morphologiques survenant chez Ie follicule lors de son
atresie.
En ce qui conceme la progesterone, a 1'encontre des resultats de plusieurs chercheurs qui
ont rapporte une augmentation de cette hormone dans Ie liquide foUiculaire avec 1'atresie chez Ie
bovin (McNatty et a/., 1984a; Grimes et al., 1987; Ireland et Roche, 1983a; Spicer et a/., 1987 et
1988), nous ne trouvons cette augmentation que lorsqu'on compare les follicules de grande taille
en atresie avancee par rapport a ceux en atresie tres avancee. Mais, nos resultats s'accordent avec
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ceux de Martin (1986), du moms pour les follicules non atresiques, ceux en debut de 1'atresie et
ceux en atresie avancee. En efiFet, Martm (1986) a trouve que la teneur hormonale du liquide
folliculaire en ?4 n'est pas influencee par 1'etat du follicule. Nous devons done conclure que la
progesterone du liquide folliculaire n'est pas un bon critere de correspondance entre 1'activite
physiologique du follicule et ses changements morphologiques au cours du phenomene de
1'atresie.
Par ailleurs, nous avons trouve que Ie contenu du liquide folliculaire en estradiol-17p
dimmue en atresie avancee du follicule. Ce resultat confirme ceux rapportes par plusieurs equipes
de recherche qui ont realise leurs etudes sur les follicules antraux bovins de moyenne et grande
taille (McNatty et al., 1984a; Grimes et al., 1987; Ireland et Roche, 1983 a; Spicer et al.,
1987 et 1988; Martin, 1986). Cependant nos criteres de determination de 1'atresie different de
ceux adoptes par ces chercheurs, notamment pour discriminer entre les follicules non atresiques
et les follicules qui commencent a s'engager dans ce processus. Mais, il ne faudrait pas perdre de
vue que les chercheurs precedemment cites ne se sont pas particulierement preoccupes des
perturbations hormonales survenant au debut du phenomene de 1'atresie. A ce propos, nous
n'avons eflfectivement pas trouve de diflTerence de quantite d'estradiol-17p dans Ie liquide
folliculaire entre les follicules non atresiques et ceux que nous avons classes en debut de 1'atresie.
Mais, il est possible que meme si Ie follicule est juge histologiquement en debut de 1'atresie, son
liquide folliculaire contenait enormement d'estradiol dont 1'accumulation s'est faite alors qu'il
etait sain. En eflTet, dans la litterature, on ne connait ni la cinetique de vidange hormonale du
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liquide folliculaire, ni Ie temps requis pour un follicule pour changer de 1'etat sain au debut de
1'atresie. On pourrait imagmer qu'il est possible que Ie temps passe par les follicules dans cet etat
du debut de 1'atresie soit tres bref, si bien que meme s'U y a un changement dans 1'activite de
steroidogenese folliculaire associee avec Ie debut de Fatresie, celui-ci ne serait pas per^u en ce qui
conceme 1'estradiol 17-p du liquide folliculaire.
D'autre part, cette absence de diflFerence d'estradiol 17p du liquide folliculau-e entre les
follicules non atresique et ceux qui debutent 1'atresie, nous pousse a croire que les signes
histologiques de 1'atresie precedent la perte de fonction de steroi'dogenese du follicule, ce qui
appuierait les suggestions de Grimes et al., 1987; Ireland et Roche, 1983b; Takagi et al., 1993.
Ces chercheurs suggerent en eflfet que les changements qualitatifs dans les indices histologiques
de 1'atresie semblent preceder la perte de fonction de steroi'dogenese chez les gros follicules
antraux bovins (>10 mm de diametre). Dans Ie meme ordre d'idee, Carson et al., 1981 rapportent
que les changements dans Ie modele de steroi'dogenese qui accompagnent 1'atresie chez la brebis,
refletent certains changements precoces dans la capacite fonctionnelle des follicules engagees
dans 1'atresie, mais n'en sont pas necessairement les causes primaires. En conclusion, 1'estradiol-
17p du liquide folliculaire n'est pas un bon critere du debut de 1'atresie folliculaire.
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2.4.5 Rapports molaires Ez/A et Ez/P4 et ^partition des follicules
selon leur 6tat et leur activity estrog^ne d6finie par la valeur des
rapports E2/A et E^PA
Quel que soit 1'etat folliculaire, la majorite des foUicules de moyenne taille (au moins 82%),
ont des rapports molaires E2/A et ET/PA qui sont plus petits que 1,0. Ces follicules sont done
estrogenes inactifs. Nos r^sultats s'accordent avec ceux de Martin (1986), du moins pour Ie
rapport molaire E2/P4 ou il a demontre que 81 % des follicules non atresiques histologiquement et
89 % des follicules atresiques sont estrogenes inactifs (E2/P4 < 1,0) respectivement, et ce, pour les
petits et moyens follicules bovins (< 8 mm). Ceci n'est pas surprenant vu que chez les moyens
follicules la teneur du liquide folliculaire en estradiol-17p est faible par comparaison a celle de
1'androstenedione et de la progesterone. A cet egard, des chercheurs ont rapporte que Ie liquide
folliculaire des moyens follicules est 8 fois moins riche (Rouillier, 1991) ou 4 fois moins riche
(McNatty et al., 1984a) en estradiol-17p que celui des gros follicules. Par contre, la teneur du
liquide folliculaire en androstenedione (Rouillier, 1991; McNatty et al., 1984a) est 3 fois plus
grande chez les petits que chez les gros follicules, les moyens follicules etant intermediaires pour
cette hormone (McNatty et al., 1984a). De plus, selon Rouillier (1991) la teneur en
androstenedione du liquide folliculaire des moyens follicules est 6 fois plus grande que celle des
follicules de grande taille. Ceci explique que Ie rapport molaire E2/A des follicules de moyenne
taille est inferieur a 1,0. En conclusion, chez les moyens follicules, il n'y a pas de correlation
positive entre 1'etat histologique et 1'etat physiologique par les rapports molaires Es/A et E2/P4 (>
1,0 ou< 1,0).
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Chez les follicules non atresiques de grande taille (>. 8 mm) Ie rapport molaire E-s/A est plus
grand que 1,0 et baisse significativement des Ie debut de 1'atresie. Lors de son etude sur les gros
follicules chez Ie veau impubere, Martin (1986) a egalement trouve une baisse du rapport E^A
des Ie premier niveau de 1'atresie. Cependant, nous tenons a mentionner que les follicules classes
en debut de 1'atresie par ce chercheur presentent un indice pycnotique ^ 1 % ce qui, selon nos
criteres, correspond a des follicules chez qui 1'atresie est plus avancee. Par ailleurs, nous avons
trouve que la frequence des follicules avec un rapport molaire E-z/A < 1,0 (done estrogene inactif)
est de 25 % chez les follicules normaux. Cette frequence atteint 86 % chez les follicules en debut
de Patresie et 95 % chez les follicules tres atresiques. H existe done, chez les follicules de grande
taille, une tres bonne correlation entre les indices histologiques de Patresie telle que nous 1'avons
definie et Ie rapport molaire E2/A.
Par ailleurs, a Fencontre des travaux de Martm (1986), nous n'avons pas trouve une bonne
correlation entre 1'apparence microscopique des gros follicules et 1'activite estrogene (E-i/P^ > 1 ou
< 1). Ceci est vrai en particulier chez les gros follicules non atresiques histologiquement. En
eflfet, nos resultats montrent que 25 % seulement de ces follicules ont un rapport molaire E^P^ >
1, done estrogenes actifs. Or, la moyenne de ce rapport molaire est pres de 3. En fait, Cette
moyenne resulte de seulement 2 follicules sur 12 qui ont un rapport molaire tres eleve. De toute
maniere, nous avons trouve que 1'atresie n'affecte pas la repartition des follicules estrogenes actifs
par Ie rapport molaire E2/?4> 1. Toutefois, lorsque nous avons abaisse la norme arbitraire
d'activite estrogene definie par Ie rapport molaire E2/P4 de 1,0 a 0,1 chez les follicules de grande
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taille, nous avons montre que 1'atr^sie des son debut affecte 1'activite estrogene. Cette demiere
duninue de moitie au debut de 1'atresie. Ainsi, 1'activite estrogene definie par Ie rapport molaire
E2/P4> 0,1 est une bonne methode de discrimination de 1'etat atresique du follicule. Certains
chercheurs ont utilise plutot Ie rapport molaire P^/E^ pour discriminer entre les gros follicules
bovins normaux et atresiques (Ireland et Roche, 1983b; Takagi et al., 1993; Grimes et al., 1987).
Toutefois il existe une controverse pour 1'utilisation de ce rapport P^Ei. En effet, Ireland et
Roche (1983b) ont trouve que 77 % des follicules P4-dominants (FD avec ~P 4^2 > 1, diametre >
10 mm) ont des cellules de la granulosa avec des noyaux pycnotiques alors que 37,5 % des
follicules Ez-dominants (FD avec P^/E'z < 1) contiennent des cellules de la granulosa avec des
noyaux pycnotiques. Ces chercheurs suggerent alors que Ie rapport P^/E'z dans Ie liquide
foUiculaire pourrait etre une meilleure methode de discrimination de 1'etat atresique ou non du
follicule que les estimations histologiques. En accord avec les resultats de Ireland et al, (1983b),
Takagi et al. (1993) ont trouve les memes ordres de frequences de follicules P4-dominants versus
Ei-dominants panni les follicules atresiques. Mats, Grimes et coll. (1987) rapportent que les
follicules antraux (> 5 mm de diametre) bovins avec un rapport molaire PA/E'Z superieur a 10, dans
Ie liquide folliculaire, sont toujours atresiques alors que les rapports molaires de 'P^i inferieurs
ou egaux a 10, ne sont pas bien correles avec les indices histologiques de 1'atresie. Ainsi, vu
toutes ces controverses relatives a la fiabilite du rapport P4/E2 pour discriminer entre 1'etat
atresique ou non du follicule, Putilisation de ce rapport pour cette fin serait plutot a deconseiUer,
sinon a utiliser avec beaucoup de pmdence. C'est pour cela d'ailleurs que nous nous 1'avons pas
utilise.
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2.4.6 Activit6s de synth^se hormonale par Ie follicule en culture
selon son 6tat histologique
Nous sommes les premiers chercheurs a etudier 1'activite de synthese hormonale en culture
des follicules. Toutefois, par extrapolation on pourrait comparer nos resultats a ceux obtenus
dans la litterature a ce propos a partir des cellules de la granulosa en culture.
Chez les deux classes de follicules, I'atresie avancee affecte la synthese folliculau-e de
testosterone. Nous savons que cette synthese s'eflfectue a partir du precurseur androstenedione,
foumi dans Ie milieu de culture, grace a 1'enzyme 17-P hydroxysteroi'de dehydrogenase present
dans les cellules de la granulosa (Longton et Armstrong, 1994). Ainsi, la baisse de synthese de
testosterone pourrait s'expliquer par Ie fait que 1'atresie avancee se manifeste par une disparition,
en grande partie sinon totale de la granulosa. La disparition de cette couche de cellules est alors
accompagnee par celle du 17-P hydroxysteroi'de dehydrogenase. Toutefois, il est possible que
cette enzyme reste emmagasine dans Ie liquide folliculaire sous forme inactive apres avoir quitte
les cellules de la granulosa. Par ailleurs, 1'atresie avancee est accompagnee par une baisse de
synthese folliculaire d'estradiol-17p chez les follicules de grande taille seulement. Cette baisse
proviendrait egalement de la disparition partielle ou totale de la granulosa, lieu de synthese
d'estradiol-17p. D'autre part, Chez les moyens follicules, la synthese d'estradiol-17p est tres
faible meme chez les follicules non atresiques. En efifet, 1'enzyme p 450 aromatase, enzyme
responsable de la conversion de la testosterone et de 1'androstenedione en estradiol-17p et en
estrone respectivement, n'est pas encore bien fonctionnelle chez ces follicules (Longton et
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Armstrong, 1994). Ceci ne favorise pas la diflFerence de synthese d'estradiol-17p entre les
follicules normaux et les follicules atresiques de cette classe de taille folliculaire.
D'autre part, les gros follicules en debut de 1'atresie synthetisent moins de testosterone que
les follicules normaux. On devrait done s'attendre a une diminution de synthese folliculaire
d'estradiol-17p par les follicules en debut de 1'atresie par manque de precurseur testosterone. Or
nos resultats montrent que ce n'est pas Ie cas. Peut-etre pourrait-on expliquer cela par Ie fait
qu'au depart les follicules non atresiques presentent une activite de synthese d'estradiol-l?? assez
faible en valeur absolue, ce qui camouflerait la difference de cette activite de synthese entre les
follicules non atresiques et ceux qui debutent 1'atresie. En eflfet, lorsqu'on examine les marges de
valeurs de concentrations en estradiol-17p nouvellement synthetise par les follicules normaux, on
trouve des valeurs de 1'ordre de 6 x 10 pg/follicule pour les gros follicules non atresiques (>: 8
mm). Or, selon les estimations du nombre de cellules de la granulosa par follicule dans cette
classe de taille (McNatty et a/., 1984b), les gros follicules normaux (ayant de 8 a 16 mm de
diametre) possedent de 10 a 24x10 cellules de la granulosa chez Ie bovin, done une moyenne de
13 x 10 cellules de la granulosa. Par ailleurs, ces memes chercheurs ont rapporte dans une autre
etude (McNatty etal., 1984a), en culture de cellules de la granulosa, que la synthese en estradiol-
17p en 3 heures est d'environ 50 a 100 ng/106 cellules. Lorsqu'on extrapole nos resultats par 106
cellules, Fordre de grandeur que nous trouvons concemant la synthese d'estradiol-17p est
d'environ 150 fois plus faible que les resultats de McNatty et a/.(1984a) en culture de cellules de
la granulosa. Notre systeme de culture de follicules a done des limites. II ne nous permet pas
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d'obtenir une synthese optimale d'estradiol-17p comparable a celle des cellules de la granulosa en
culture. Ceci pourrait justifier 1'absence de difference de synthese d'estradiol-17p entre les gros
follicules normaux et ceux qui debutent 1'atresie.
Par ailleurs, on assiste a une baisse de synthese folliculaire et de teneur du liquide
folliculaire en estradiol-17p chez les gros follicules tres atresiques par comparaison aux follicules
normaux. Ceci pourrait refleter une reduction d'activite aromatase existante dans cette
population de follicules plutot qu'a un defaut d'acquisition initiale de cette activite. Ainsi, d'apres
nos resultats, la diminution d'activite aromatase folliculaire pourrait representer un evenement
tardif de degenerescence de gros follicules atresiques. Ceci semble etre en desaccord avec les
propositions de McNatty et al. (1984a) et de Henderson et al. (1987). Ces chercheurs suggerent
que la reduction d'activite aromatase est Pun des premiers changements detectables dans la
fonction foUiculaire a la suite du debut de 1'atresie en culture de cellules de la granulosa et que
cela a une unportance majeure dans Ie processus de 1'atresie. Neanmoins, ne perdons pas de vue
que nous ne definissons pas Ie debut de 1'atresie sur Ie plan histologique de la meme fa^on que les
chercheurs precedemment cites 1'ont fait. En eflfet, les follicules que nous avons classes en debut
de Fatresie seraient histologiquement non atresiques pour ces chercheurs. Ainsi, si on prend en
consideration cette difference de definition du debut de 1'atresie, nous amverons aux memes
conclusions que ces chercheurs quant a la chronologie de la perte d'activite de 1'aromatase avec
1'atresie du follicule. On pourrait alors imaginer que la reduction d'activite aromatase conduirait a
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une augmentation de concentration folliculaire en androgene qui a son tour pourrait promouvoir
Ie processus de 1'atresie aussi bien directement que par inhibition ulterieure d'activite aromatase.
D'autre part, selon nos resultats, nous remarquons que les follicules tres atresiques
synthetisent quant meme de l'estradiol-17p. Ce resultat est etonnant vu que ces cellules ne
possedent presque plus de granulosa et done elles n'ont plus d'aromatase. McNatty
(communication personnelle) avait trouve des resultats similaires (resultats non publics). Dans
d'autres etudes, ce chercheur a montre que les cellules de la granulosa de tous les follicules
atresiques, independamment du grade de 1'atresie ou de la taille du follicule, presentent une faible
activite aromatase (< 2 ng/106 cellules/3h) (McNatty et al., 1984a). n est alors possible que
Faromatase, apres destruction de la granulosa a la suite de 1'atresie, passe dans Ie liquide
folliculaire des follicules. Cette demiere permet 1'aromatisation des androgenes en estradiol-17p.
2.4.7 Relache d'estradiol-17p total dans Ie milieu d'incubation
selon I'etat du follicule
Les follicules atresiques relachent moins d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation que les
follicules normaux et ce, pour les deux classes folliculaires. Cette diminution est observee de
fayon draconienne des Ie debut de 1'atresie. EUe est de 1'ordre de 50% chez les moyens folUcules
et de 90 % chez les gros follicules debutant 1'atresie. Nos resultats confirment ceux d'autres
chercheurs qui ont demontre que les follicules atresiques relachent moins d'estradiol-17p in vitro
que les foUicules nonnaux (brebis: Moor et al, 1978; Hay et Moor, 1978; Terqui et al, 1988;
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vache: Rouillier, 1991; Zimmerman et al, 1988). De plus, RouiUier et al. (1991) suggerent
1'existence cTune correlation positive entre la teneur d'estradiol-17(3 dans Ie liquide folliculaire et
celle dans Ie milieu de culture pour 1'ensemble des follicules (^ 4,5 mm; atresiques ou non). En
ce qui conceme cette correlation, nos resultats sont similaires a ceux de Rouillier (1991) en ce
qui attrait a 1'atresie avancee. Mais ceci n'est pas Ie cas au debut de Fatresie ou Ie liquide
folliculaire, dans nos experiences, ne diflfere pas de celui des follicules normaux en termes de
concentration d'estradiol-17p, alors qu'une chute dramatique est observee dans les memes
conditions au niveau de la relache de cette hormone en culture.
Que se passe-t-il alors lors du debut du processus de 1'atresie? On pourrait penser que la
permeabilite folliculaire a l'estradiol-17p est nettement atteinte des qu'apparaissent les premiers
signes morphologiques de 1'atresie. Maleureusement, nous ne pouvons pas verifier cette
hypothese en mesurant la synthese de l'estradiol-17p dans les diiferents compartiments
folliculaires separement (liquide folliculaire et milieu de culture). En efifet, dans des analyses
statistiques prelmiinaires nous n'avons pas trouve de difference entre les follicules normaux et
ceux qui debutent 1'atresie quant a l'estradiol-17p nouvellement synthetise mesure dans ces deux
compartiments folliculaires separement. Ceci resulte du fait que notre systeme de culture ne nous
pennet pas des conditions optimales de synthese d'estradiol-17p par Ie follicule.
Par aiUeurs, nous savons que dans les organes autres que 1'ovaire, comme Ie pancreas, U a
ete demontre qu'une proteine dissulfure isomerase (PDI) (Grosman, communication personnelle)
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lie 1'estradiol au niveau cytoplasmique. H en resulte que 1'estradiol sous cette forme ne peut se
fixer sur son recepteur cytoplasmique (Beaulieu, 1984), et U est ainsi neutralise. Actuellement,
nous ne savons pas si la PDI est presente dans 1'ovaire puisque nous n'avons pas cT evidences
dans la litterature a ce propos. Mais, il a ete demontre que des prot^ines de liaisons presentes
dans Ie cytoplasme des cellules se lient a 1'estradiol, neutralisant ainsi ses eflfets (Longton et
Armstrong, 1994). De ce fait, Ie complexe estradiol- proteine de liaison sejoume dans Ie
cytoplasme qu'il ne pourrait quittter probablement a cause de la grosseur du complexe. On
pourrait ainsi, imaginer que lors du debut de 1'atresie, par un mecanisme inconnue, il se declenche
une synthese de proteines de liaison d'estradiol-17p au niveau du cytoplasme des cellules
folliculaires. Ces proteines auraient pour eflfet d'empecher Festradiol d'etre facilement disponible
pour dffiuser hors des cellules ou du liquide folliculaire.
Par ailleurs, on pourrait envisager un autre mecanisme qui expliquerait la chute de relache
d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation associee avec Ie debut de 1'atresie. Ce mecanisme
impliquerait un metabolisme de 1'estradiol en ses derives sulfates et glucorones par exemple, Ie
rendant ainsi inactifet non detectable par RIA. Si tel est Ie cas. Ie debut de Fatresie impliquerait
alors la synthese de facteurs a 1'origine du metabolisme intracellulaire de l'estradiol-17p. D reste
alors a elucider Ie ou les mecanismes responsables de la forte baisse de relache d'estradiol-17p
chez les follicules debutant 1'atresie par comparaison aux follicules normaux. Toutefois,
1'ampleur de cette baisse prouve eflfectivement que de legeres modifications morphologiques qui
se produisent au sein du follicule sont associees a des changements physiologiques.
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En conclusion, les follicules normaux presentent au plus 5 pycnoses par section folliculaire.
La presence de 10 a 25 pycnoses et de prepycnoses dans une section folliculaire correspond a un
etat qui represente effectivement Ie debut du processus de 1'atresie. En eiBTet, nous avons valide
ces criteres histologiques en etablissant une bonne correlation entre ces petites modifications
morphologiques et des changements physiologiques qui se produisent dans Ie follicule. Ainsi, Sur
Ie plan physiologique. Ie debut de 1'atresie est caracterise, chez les follicules de grande taille (^8
mm), par un rapport molaire E^ I A qui est infeneur a 1, un rapport molaire Ei / ?4 qui est
inferieur a 0,1 et par une baisse de synthese in vitro de testosterone par Ie follicule. D'autre part,
Ie debut de 1'atresie est caracterise, chez les deux classes de taille folliculaire, par une baisse
draconienne de relache in vitro d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation. Nous pouvons done
considerer maintenant et dans 1'avenir que nos criteres histologiques d'attribution du debut de
1'atresie tels que nous les avons decrits sont des criteres fiables.
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3. Caracterisation de la hierarchie des follicules dans
I'ovaire de bovin
3.1 Introduction
Toutes les etudes menees sur les follicules bovins par echographie suggerent que 1'une des
causes de la regression des follicules serait 1'impact du FD sur Ie developpement des autres
follicules de la cohorte (Saumande et al., 1978; Pierson et Guinther, 1987a; Savio et al., 1988;
Sirois et Fortune, 1988; Grasso et al.,1989; Ginther et al., 1989; Knopfet al., 1989; Sirois et
Fortune, 1990; KasteUc et al., 1990; Guilbault et al., 1991; Murphy et al., 1991; Huhtinen et
al., 1992.). En 1992, Guilbault et collaborateurs out demontre que la presence d'un FD
physiologiquement actif et en croissance accelere Ie developpement de 1'atresie chez les FS et
diminue leur capacite a relacher de l'estradiol-17p in vitro. Ce phenomene engendre une
hierarchie morphologique et physiologique parmi les follicules. Toutefois, cette etude etait
limitee a deux moments precis dans Ie cycle estral: Ie premier correspondant a la phase de
croissance d'un FD (>: 9mm) de la premiere vague folliculaire, et Ie deuxieme correspondant a la
phase de regression de ce meme FD, soit lorsque son diametre s'est stabilise depuis au moins 4
jours. De plus cette etude etait restreinte a la relache d'estradiol-17p dans Ie milieu de culture.
Dans nos travaux de recherche nous avons voulu reprendre cette etude de fa^on plus rigoureuse
en utilisant les criteres histologiques que nous avons determines dans Ie chapitre precedent de
cette these. De plus, 1'etude que nous allons entamer va couvrir tout Ie cycle estral de la vache.
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3.1.1 Objectif de travail
L'objectif general de cette section des travaux de recherche etait d'evaluer 1'impact de la
presence d'un FD sur les caracteristiques histologiques et physiologiques des FS durant Ie cycle
estral. Nous avons utilise Ie systeme de classification etabli au chapitre precedant pour detemiiner
1'etat histologique des follicules en fonction de leur rang hierarchique, (FD et FS), et pour les
classer comme etant sains ou atresiques (en confondant les diflferents niveaux de 1'atresie, Ai, A2
ou As).
3.2 Materiel et methodes
3.2.1 Materiel biologique
Les ovaires recueillis par paires a Pabattoir; ont ete manipules selon la procedure decrite
anterieurement (section 2.2.1).
3.2.2 Hierarchie folliculaire sans culture des follicules
Nous avons utilise 26 paires d'ovaires d'abattoir pour determiner les caracteristiques
histologiques et physiologiques des follicules subordonnes en relation avec la presence et Ie statut
du follicule dominant (FD) sur la paire d'ovaires. Id Ie FD designe Ie plus gros follicule > 11 mm,
Ie FD est done un terme abusif, mais on 1'utilise quant meme comme c'est Ie cas dans la Utterature
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courante. L'estimation du stade du cycle estral, ou se situent les paires d'ovaires etudiees, a ete
basee sur 1'apparence du corps jaune et la presence ou non d<un gros follicule dont Ie diametre est
superieur all mm (FD) (Voir tableau 12). Cette assignation des ovaires a un stade du cycle a
ete adaptee a partu- du modele de Ireland et al. (1980). Chaque stade est represente par un type
de paires d'ovaires. Ainsi, au debut du cycle on note la presence de deux stades: un stade ou il
n'existe pas de follicule dominant (stade I) et un deuxieme stade ou un follicule dominant est
toujours present sur la paire d'ovaires (stade H). Au milieu ou a la fin, du cycle, les paires
d'ovaires sont toujours porteuses de FD. Au milieu du cycle, il existe soit un seul FD sur la paire
d'ovaires, c'est Ie stade in; soit deux FD, c'est Ie stade TV. A la fin du cycle, deux FD sont
presents sur la paires cTovaires, c'est Ie stade V. Nous tenons a preciser que les stades IV et V ne
sont differents que par Fapparence du corps jaune (tableau 12); or nous ne nous sommes pas
mteresses dans notre travail de recherche a 1'efifet du corps jaune sur les parametres que nous
avons etudies. Nous avons de ce fait rassemble ces deux stades (TV et V ) pour toutes les
analyses que nous avons effectuees. Ainsi nous avons reparti les paires d'ovaires comme nous
1'avons decrit dans Ie tableau 13.
Nous avons disseque tous les follicules de la paire d'ovaires ayant un diametre >: 5 mm.
Les follicules (en nombre de 130) disseques ont ete congele dans 1'azote liquide. Us ont subi
1'histologie classique (voir section 2.2.2 pour la technique) pour determiner 1'etat normal (N) ou
atresique (Ai, A2 ou As) du follicule selon les criteres decrits dans la section 2.2.3. Nous avons
ensuite mesure les concentrations d'estradiol-17p et d'androstenedione dans Ie liquide folliculaire
de ces follicules par RIA. (comme nous 1'avons decrit dans la section 2.2.7) sans extraction de ce
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demier, puis les valeurs estimees ont ete comgees en nous servant des resultat exposes dans la
section 2.2.8. Les resultats ont ete par la suite soumis aux analyses statistiques en utilisant Ie
logiciel S.A.S (Statistical analysis system, 1989). Ces analyses etaient faites soit par analyse de
proportions (test de y2) (pour la repartition des follicules subordones (FS) selon leur etat et selon
la presence et Ie statut histologique du follicule dominant (FD) durant Ie cycle estral), soit par
analyse de variance en utilisant la procedure « General Linear Model» pour tout Ie reste des
resultats; lorsque Ie nombre de groupes compares etait superieur a 2 et que 1'analyse de variance
decelait une difference significative, un test de Duncan a ete utilise pour identifier les moyennes
qui different les unes des autres. Pour normaliser la distribution, toutes les donnees ont ete
transformees en valeurs logarithmiques avant d'etre soumises a Fanalyse statistique. Les resultats
presentes dans Ie texte ou dans les tableaux ont ete retransformes en valeurs reelles.
3.2.3 Hierarchie folliculaire apres culture des fpllicules
Nous avons voulu completer 1'etude presentee dans la section precedente par 1'examen des
homiones steroi'des nouvellement synthetisees par Ie follicule et la relache d'estradiol-17p en
culture stationnaire. Par la suite, en utilisant ces parametres physiologiques, nous avons consacre
notre travail de recherche a 1'etablissement de certains criteres qui vont nous permettre de
detecter Ie futur FD au sein de la cohorte des follicules non atresiques en croissance. Pour ce
faire, nous avons examine dans un premier temps deux groupes de follicules non atresiques. Le
premier provient des paires d'ovaires non porteuses de FD (stade I). Le deuxieme groupe
provient des paires d'ovaires porteuses d'un FD unique et atresique (stade ffl). Au sein de chaque
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groupe de follicules, nous avons repere, dans chaque paire d'ovaires individuellement, Ie follicule
subordonne non atresique ayant Ie plus grand diametre. Nous avons ainsi constitue deux groupes
de follicules subordonnes non atresiques. Le premier est compose de 1'ensemble des follicules
subordonnes non atresiques les plus gros (choisis dans chaque paire d'ovaires mdividuellement).
Le deuxieme groupe est compose de tous les autres follicules subordonnes non atresiques de
1'ensemble des paires d'ovaires. Nous avons par la suite soumis aux analyses statistiques, les
caracteristiques physiologiques de ces deux groupes de follicules. Ensuite, nous avons choisi
deux autres groupes de follicules selectionnes panni la population des follicules subordonnes non
atresiques provenant des paires d'ovaires situees aux stades I et ffl du cycle. Mais, dans ce cas, Ie
premier groupe est constitue de 1'ensemble des follicules subordonnes non atresiques qui
contiennent Ie plus d'estradiol-17p dans Ie liquide folliculaire dans chaque paire d'ovaires. Le
deuxieme groupe des follicules est compose de tous les autres follicules subordonnes non
atresiques des paires d'ovaires etudiees. Ces deux groupes de follicules contiennent
respectivement 248 ± 12,4 et 108 ± 16,8 ng/ml d'estradiol-17p du liquide folliculaire (p = 0,05).
Nous avons par la suite soumis aux analyses statistiques les caracteristiques physiologiques de ces
deux groupes de follicules (voir tableau 22).
Enfin, a titre de verification, nous avons voulu examiner FefFet du debut de 1'atresie sur les
caracteristiques physiologiques des follicules subordonnes (hormones steroi'des nouvellement
synthetises par Ie follicule, contenu du liquide folliculaire en estradiol-17p et relache d'estradiol-
17(3 dans Ie milieu de culture). Mais, comme nous etions limites par la taille de la population des
FS pour faire cette verification a chaque stade separement du cycle, nous nous ne Favons alors
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efFectue que lorsqu'un FD est toujours present. Mais dans ce cas, nous avons une population de
FS qui est heterogene. En effet, chaque groupe compare est compose de FS qui proviennent de
plusieurs stades (It + ffl + TV + V). Idealement, la comparaison aurait du se faire dans chaque
stade separement. Mais nous n'avions pas d'altemative. Cependant nous avions assez de FS
pour comparer les FS non atresiques de stade I avec ceux des stades II + III + TV + V. Nous
avons alors pu verifier si la presence (fun FD affectait les caracteristiques physiologiques des FS
non atresiques.
Ainsi, nous avons recolte 27 paires d'ovaires d'abattoir dont nous avons estime Ie stade du
cycle selon les criteres du tableau 12. Comme dans la section precedente les stades TV et V ont
ete rassemble pour toutes les analyses que nous avons efFectuees. Nous avons amsi reparti les
paires d'ovaires comme nous 1'avons decrit dans Ie tableau 14. Sur 27 paires d'ovaires, nous
avons disseque 187 follicules (tous les follicules ^ 5 mm de diametre). Apres la dissection, ces
follicules ont ete mis individuellement en culture stationnaire dans les memes conditions que celles
decrites dans la section 2.2.4. A la fin de 1'incubation les follicules ont ete congeles et coupes en
deux pour servir d'une part a 1'histologie (telle que decrite dans la section 2.2.2), d'autre part aux
dosages hormonaux. Le milieu de culture a ete preleve aussi pour les dosages hormonaux. En
efFet, les hormones steroi'des (14C testosterone et 14C estradiol) ont ete d'abord extraites (selon la
technique decrite dans la section 2.2.9) du liquide folliculaire et du milieu de culture separement
puis separees a 1'aide de chromatographies en couches minces (technique decrite dans la section
2.2.10). L'estradiol-17p total (marque ou non au carbone 14) a ete mesure par RIA (tel que
decrit dans la section 2.2.7) dans Ie liquide folliculaire d'une part et Ie milieu de culture d'autre
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part. Les resultats ont ete par la suite soumis aux analyses statistiques de la meme maniere que
dans section 3.2.2.
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Tableau 12 Estimation de la periode du cycle par 1'aspect du corps jaune et la presence ou non d'au mains un gros follicule














- Point de rupture non |
couvert d'epithelium
- Pas de vascularisation
- Diametre de 0,5 a 1,5 cm
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1FD
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point de rupture:
couronne rouge vive.
- Point de rupture couvert
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- Debut de vascularisation
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couronne rosee de moins
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Diametre < 1 cm
FD = follicules dominants
Tableau 13 Repartition des follicules >. 5 mm etudies selon Ie stade du cycle et
1'etat de la paire d'ovaires.




























FD = follicules dominants
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Tableau 14 Repartition des follicules > 5 mm etudies selon Ie stade du cycle, et
1'etat de la paire d'ovaires (follicules destines a la culture).




























FD = follicules dominants
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3.3 Hierarchie folliculaire sans culture des follicules
3.3.1 Resultats
3.3.2 Presence et statut histologique du follicule dominant durant
Ie cycle estral
Selon Le tableau 15 nous voyons qu'au stade I (debut du cycle tel que nous 1'avons defini),
Ie follicule dominant est absent sur la paire d'ovaires. Par contre, au stade H (debut avance du
cycle), on note la presence d'un seul follicule dominant sur la paire d'ovaires et celui-ci est non
atresique. Par aiUeurs, lorsqu'on s'avance dans Ie cycle estral (milieu et fin du cycle), nous
observons deux categories de paires d'ovaires. Dans la premiere, nous notons la presence d'un
seul follicule dominant, ce demier etant atresique (stade ffl). Dans 1'autre categorie de paires
d'ovaires, il existe deux follicules dominants. L'un de ces follicules dommant est classe
histologiquement normal, tandis que 1'autre est histologiquement atresique (stades TV et V).
3.3.3 Concentration des steroTdes dans Ie liquide folliculaire des
follicules dominants selon leur statut
La concentration du liquide folliculaire en estradiol-17p des follicules dominant normaux
est sbc fois plus elevee que celle des follicules dominants atresiques (p= 0,0001, tableau 16).
Mais, la concentration du liquide folliculaire en androstenedione ne change pas avec 1'etat du FD
(tableau 16).
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3.3.4 Influence de la presence et du statut histologique du follicule
dominant sur la ^partition des follicules subordonn6s selon leur
etat, durant Ie cycle estral
Dans Ie tableau 15, nous voyons qu'au stade I, la majorite des follicules subordonnes (FS)
sont normaux (95%). Par centre, au stade IE on trouve un taux eleve de follicules atresique au
sein des follicules subordonnes de la cohorte folliculaire (97% des follicules). Par ailleurs, Les
resultats montrent qu'au stade HI, la plupart des follicules subordonnes (79%) sont normaux. Par
centre, aux stades TV et V, la plupart des follicules subordonnes sont atresiques (75%)
3.3.5 Influence de la presence et du statut histologique du follicule
dominant sur les concentrations du liquide folliculaire des
follicules subordonnes en estradiol-17p et en androstenedione
Dans cette section, nous comparons 1'activite estrogene des follicules subordonnes (FS)
presents sur la paire d'ovaires durant trois stades dififerents du cycle estral tel que presentes dans
Ie tableau 17. Ce sont les stades I, II, et ffl.
Les resultats montrent que les follicules subordonnes du stade H ont un diametre plus
grand que celui des follicules subordonnes du stade I (p =0,01) (tableau 17). D'autre part, les
liquides folliculaires des follicules subordonnes du stade I et du stade III sont similaires quant a
leur contenu en estradiol-17p. Rappelons que dans ces deux cas, on note, soit 1'absence de
follicule dominant, soit la presence d'un follicule dominant atresique sur la paire d'ovaires (tableau
17). Ces deux types de follicules subordonnes ont par centre un liquide folliculaire qui est pres de
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6 fois plus riche en estradiol-17p que celui des follicules surbordonnes du stade II (p = 0,004).
Ce stade est caracterise par la presence d'un follicule dominant non atresique sur la paire d'ovaires
(tableau 17). En ce qui conceme 1'androstenedione du liquide folliculaire des follicules
subordonnes, nous voyons que 1'analyse statistique ne decele aucune difference significative entre
les follicules subordonnes des trois stades. Autrement dit, la presence et Ie statut histologique du
follicule dominant sur la paire d'ovaires n'influence pas Ie contenu du liquide folliculaire des
follicules subordonnes en androstenedione (tableau 17).
3.4 Hierarchie folliculaire apres culture des follicules
3.4.1 Resultats
3.4.2 Structure des cellules de la granulosa apr6s ou sans culture
des follicules
La figure 13 represente deux photographies realisees au microscope optique sur des coupes
de follicules passant par la granulosa. Ces deux coupes montrent des follicules non atresiques.
Le grossissement reel des cellules de la granulosa qui apparaissent sur les deux photographies est
de 1690 x. La photographic du haut (A) est obtenue a partir d'un follicule non incube, tandis que
celle du bas (B) est realisee a partir d'un follicule ayant subi la technique d'histologie apres une
duree de culture stationnaire de quatre heures. Nous voyons bien que les cellules de la granulosa
de ces deux types de follicules ont une structure histologique similaire.
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3.4.3 Presence et statut histologique du follicule dominant durant
Ie cycle estral
Comme nous pouvons Ie voir au tableau 18, au stade I (debut du cycle tel que nous 1'avons
defini). Ie follicule dominant est absent sur la paire d'ovaires. Par centre, au stade IT (debut
avance du cycle), un follicule domuiant unique et histologiquement non atresique est present sur
la paire d'ovaires. Par ailleurs, au milieu et fin du cycle, nous trouvons deux sortes de paires
d'ovaires. Soit des paires d'ovaires porteuses d'un seul foUicule dominant et qui est
histologiquement atresique (stade III). Soit des paires d'ovaires porteuses de deux follicules
dominants. L'un de ces follicules dominant est classe histologiquement normal, tandis que 1'autre
est histologiquement atresique (stades TV et V).
3.4.4 Influence de la presence et du statut histologique du follicule
dominant sur la repartition des follicules subordonnes selon leur
etat apres culture
Nous pouvons constater, en examinant Ie tableau 18 qu'au stade I, 84% des follicules
subordonnes sont normaux. Par centre, au stade H (debut avance du cycle), 90% des follicules
subordonnes sont atresiques. Par ailleurs, au milieu du cycle, (stade IH), 71% des follicules
subordonnes sont normaux. Mais, 91% des follicules subordonnes sont atresiques dans Ie cas ou
la paire d'ovaires est estunee au stade TV ou V.
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3.4.5 Production folliculaire en steroTdes, contenu du liquide
folliculaire et relache d'estradiol-17p dans Ie milieu de culture
apres 4 heures d'incubation
3.4.5.1 Follicules dominants
Comme on peut Ie vou- dans Ie tableau 19, les FD normaux ont une taille significativement
inferieure a celle des FD atresiques (p= 0,05). Ce meme tableau rapporte les resultats
concemant la production des steroi'des par les FD selon leur statut histologique. Ces hormones
sont la C testosterone et Ie C estradiol-17p. Nous remarquons que les FD normaux
synthetisent significativement plus de C testosterone que les FD atresiques (p = 0,0001). Ceci
n'est cependant pas vrai dans Ie cas de la synthese en C estradiol-17p par Ie follicule dominant
dont 1'etat histologique ne semble pas avoir d'efFet (p = 0,49). Par ailleurs, la concentration
d'estradiol-17p total (marque ou non au carbone 14) mesuree par RIA. dans Ie liquide folliculaire
est trois fois plus eleve chez les FD normaux que chez les FD atresiques (p = 0,002). Dans Ie cas
de l'estradiol-17p total relache dans Ie milieu d'incubation les FD normaux relachent 33 fois plus
que les FD atresiques (p = 0,0001).
3.4.5.2 Influence de la presence et du statut histologique du FD sur les
caract6ristiques physiologiques des follicules subordonn6s
Les parametres physiologiques que nous examinons dans cette section concement les
follicules subordonnes des trois stades du cycle estral tel que presentes dans Ie tableau 20. Les
resultats montrent que les diametres des follicules subordonnes presents sur la paire d'ovaires,
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durant les trois stades (stade I, stade II et stade III) ne sont pas diflferents (p = 0,41). D'autre
part, les resultats de la synthese de 14C testosterone et C d'estradiol-17p par les follicules en
culture durant ces trois stades du cycle montrent une plus faible quantite de testosterone
nouvellement synthetisee par les follicules subordonnes de stade U que par ceux de stades I et HI
du cycle estral (p = 0,02) (tableau 20). Neanmoins, nous n'avons pas decele de difference de
quantite de testosterone synthetisee par ces deux types de follicules subordonnes (stade I et stade
ffl). D'autre part, les nouvelles syntheses d'estradiol-17p folliculaire, eflfectuees par les follicules
subordonnes de ces trois stades du cycle, ne sont pas dlfferentes.
Le tableau 20 illustre egalement les valeurs d'estradiol-17p total (marque ou non au
carbone 14) mesurees dans Ie liquide folliculaire et dans Ie milieu de culture pour les follicules
subordonnes des trois stades du cycle precedemment decrits. Ainsi, les follicules subordonnes du
deuxieme stade sont moins riches en d'estradiol-17p (p = 0,0001) que ceux du stade I et du stade
ffl. Cependant, les follicules subordonnes de ces deux demiers stades sont similaires quant a leur
contenu du liquide folliculaire en d'estradiol-17p. Ce meme patron est observe dans Ie cas de la
relache d'estradiol-17p dans Ie milieu de culture par les foUicules subordonnes (p = 0,002) ou les
follicules subordonnes de stade II relachent environ cinq fois moins d'estradiol-17p dans Ie milieu
d'incubation que ceux des stades I et III. Par contre, les follicules subordonnes de ces deux
demiers stades sont similaires pour la relache d'estradiol-17p.
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3.4.6 Chores de detection du futur FD au sein de la cohorte des
follicules en croissance
3.4.6.1 Influence du diam6tre
Dans Ie tableau 21 nous presentons deux groupes des follicules. Le groupe intitule FS-
NA 1 est constitue des follicules subordonnes non atresiques les plus gros de chaque paire
d'ovaires des stades I et ffl. Tandis que Ie groupe des follicules intitule FS-NA 2 est constitue de
tous les autres follicules subordonnes non atresiques des stades I et IE. Les resultats montrent
(tableau 21) que ces deux groupes de follicules sont similaires pour tous les parametres
physiologiques etudies. Ces parametres sont, d'une part, les nouvelles syntheses folliculaires de
testosterone et d'estradiol-17p apres 4 heures d'incubation, et d'autre part Ie contenu du liquide
folliculaire et la relache d'estradiol-17p total dans Ie milieu de culture. H en decoule que la taille
du follicule n'est pas un bon critere pour reperer Ie fohir follicule, dominant de la cohorte des
follicules.
3.4.6.2 Follicule subordonn6 de la paire d'ovaires qui est non atresique et Ie
plus riche en estradiol-17p du Ijquide folliculaire
Dans Ie tableau 22, nous presentons les r6sultats concemant les parametres physiologiques
etudies dans deux groupes de follicules subordonnes non atresiques. Le groupe FS-NA 3 est
constitue de 1'ensemble des follicules subordonnes non atresiques des stades I et HI qui
presentent Ie plus d'estradiol-17p du Uquide folliculaire dans chaque paire d'ovaires. Le groupe
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FS-NA 4 est compose de tous les autres follicules subordonnes non atresiques des stades I et ffl.
Les resultats montrent (tableau 22) que la taille de ces deux types de follicules subordonnes, et
leur quantite folliculaire de 14C testosterone ou de C estradiol-17p nouvellement synthetises en
culture, ne sont pas differentes. Ceci n'est pas Ie cas pour la relache d'estradiol-17p total dans Ie
milieu d'incubation. En efifet, les FS-NA 3 relachent pres de 3 fois plus d'estradiol-17p dans Ie
milieu de culture que les FS-NA 4 (p = 0,03) (voir tableau 22).
3.4.7 Influence de la presence du FD sur les caracteristiques
physiologiques des follicules subordonnes non atresiques
Les folUcules subordonnes non atresiques de stade I ont un diametre plus faible que celui
des follicules subordonnes non atresiques du reste du cycle (p = 0,007, tableau 23). Cependant,
aucune difference significative n'a ete decelee parmi les caracteristiques physiologiques etudiees
pour ces deux groupes de follicules subordonnes. Ces caractenstiques sont les syntheses
folliculaires en testosterone et en estradiol-17p d'une part. Ie contenu du liquide folliculaire et la
relache dans Ie milieu de culture d'estradiol-17p total d'autre part (tableau 23).
3.4.8 Influence du d6but de I'atresie sur les caracteristiques
physiologiques des follicules subordonn6s
Le tableau 24, presente les caracteristiques physiologiques des follicules subordonnes
durant la periode du cycle ou un FD est toujours present (stade II +III + rv+ V). Durant cette
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periode, nous comparons les caracteristiques physiologiques des follicules subordonnes non
atresiques et des follicules subordonnes en d6but de 1'atresie. Nous trouvons ainsi, que ces deux
types de follicules subordonnes ne diflferent pas quand a leur diametre (p = 0,29). Mais, la
synthese de C testosterone et de C estradiol-17p des follicules subordonnes normaux est plus
eleve (p = 0,05) que celle des follicules subordonnes en debut de 1'atresie. Quant au contenu du
liquide folliculaire et la relache dans Ie milieu d'mcubation en estradiol-17p total de ces deux types
de follicules subordonnes, les resultats ne sont pas les memes. En eflfet. Ie debut de Patresie ne
semble pas avoir d'eflfet sur la teneur du liquide folliculaire en estradiol-17p lorsqu'un FD est
toujours present sur la paire d'ovaires. Par contre, nous observons une baisse significative (de
1'ordre de 5 fois) de la relache d'estradiol-17p dans Ie milieu de culture avec Ie debut de 1'atresie
(p = 0,002) des follicules subordonnes durant cette periode du cycle.
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Figure 13 Coupes transversales de follicules normaux montrant les cellules de la
granulosa (1690 x).
A: Follicules normaux non mis en culture.
B : Follicules normaux ayant subit 4 heures de culture stationnaire.
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Tableau 15 Repartition des follicules (FS) (nombre) selon leur etat et selon la






































FS-A= Follicules subordonnes atresiques.
FS-NA= Follicules subordonnes non atresiques.
FD-A= Follicules dominants atresiques.
FD-NA= Follicules dominants non atresiques.
l= L'etat du follicule est determine apres dissection.
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Tableau 16 Effet du statut histologique du follicule dominant FD sur sa























1'etat du follicule est determine apres dissection.
(n) = nombre de follicules.
* = Probabilite significative.
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Tableau 17 EfFet de la presence et du statut histologique et physiologique du follicule dominant (FD) sur la
















FS du stade II:





FS du stade III









FD-NA = follicule dominant non atresique.
FD-A = follicule dominant atresique.
1 (n) = nombre de follicules.
ab : Pour Ie meme parametre, des lettres difFerentes indiquent une difiFerence significative (*).
Tableau 18 Repartition des follicules subordonnes (FS) (nombre) selon leur etat et
selon la presence et Ie statut histologique du follicule dominant (FD) a






























Presence de 2 FD:
FD-NA et FD-A





FS-A= Follicules subordonnes atresiques.
FS-NA= Follicules subordonnes non atresiques.
FD-A= Follicules dominants atresiques.
FD-NA= Follicules dominants non atresiques.
1 L'etat du follicule est determine apres culture.
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Tableau 19 EfFets du statut histologique du follicule dominant FD sur la
production des steroi'des et la concentration du liquide folliculaire et du
































FD = follicules dominants.
Estradiol-Hp total = E^-l?? +14C E2-17P.
L'etat du follicule est determine apres culture.
(n) = nombre de follicules.
production du steroi'de mesuree dans Ie volume total.
du liquide folliculaire plus Ie milieu de culture.




Effets de la presence et du statut histologique et physiologique du follicule dominant (FD) sur
la production des follicules subordonnes (FS) en steroides et la concentration de ces demiers


















115 ± 19,5 a
3,4 ±0,5 a
FS du stade DL
(presence (Tim FD - NA)
6,2 ±0,2
(43)




FS du stade ffl













FD-NA = follicule dominant non atresique.
FD-A = follicule dominant atresique.
E2-17P +14C E2-17? = estradiol-17p total.
L'etat du follicule est detemiine apres culture.
(n) = nombre de follicules.
Production du steroide mesuree dans Ie volume total.
du liquide folliculaire plus Ie milieu de culture.
ab : Pour Ie meme paraunetre, des lettres differentes indiquent une difference significative (*).
Tableau 21 Comparaison des steroides du follicule subordonne (FS) histologiquement 1
non atresique Ie plus gros de la paire d'ovaires avec ceux des autres FS non
atresiques en absence d'un follicule dominant (FD) ou en presence d'un FD
































FS-NA 1 = Follicules subordonnes non atresiques les plus gros de stade I+III (absence de FD
ou presence d'un seul FD, ce demier etant atresique).
FS-NA 2 = Les autres follicules subordonnes non atresiques de stade I+III.
Estradiol-17p total = Es-HR +14C £2-!??.
L'etat du follicule est determine apres culture.
(n) = nombre de follicules.
Production du steroi'de mesuree dans Ie volume total.
du liquide folliculaire plus Ie milieu de culture.
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Tableau 22 Comparaison des steroides du follicule subordonne (FS) histologiquement
non atresique Ie plus riche en estradiol-17p (liquide folliculaire) dans la
paire d'ovaires avec ceux des autres FS non atresiques en absence d'un




























FS-NA 3 = Follicules subordonnes non atresiques les plus riches en estradiol-17p du liquide
folliculaire de stade I+III (absence de FD ou presence d'un FD unique et
histologiquement atresique).
FS-NA 4 = Les autres follicules subordonnes non atresiques de stade I+III.
Estradiol-17p total = Ez-Hp +14C E2-17P.
L'etat du follicule est determine apres culture.
(n) = nombre de follicules.
Production du steroi'de mesuree dans Ie volume total.
du liquide folliculaire plus Ie milieu de culture.
* = Probabilite significative.
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Tableau 23 EfFets de la presence du follicule dominant (FD) sur la production des
follicules subordonnes (FS) non atresiques en steroides et la concentration



































FS-NA = follicules subordonnes non atresiques.
Estradiol-Hp total = Es-H? +14C E2-17R.
L'etat du follicule est determine apres culture.
2 (n) = nombre de follicules.
production du steroi'de mesuree dans Ie volume total.
du liquide folliculaire plus Ie milieu de culture.
* = Probabilite significative.
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Tableau 24 Effet du debut de 1'atresie sur la production en steroides et la concentration
en estradiol-17p total du liquide folliculaire et du milieu de culture des FS1
des stades II+III+IV+V (periodes du cycle ou au moins un follicule


































FS-NA = follicules subordonnes non atresiques.
FS-A1 = follicules subordonnes en debut de 1'atresie.
Estradiol-Hp total = Ez-17p +14C E2-17?.
L'etat du follicule est determine apres culture.
2 (n) = nombre de follicules.
Production du steroi'de mesuree dans Ie volume total.
du liquide folliculaire plus Ie milieu de culture.
* = Probabilite significative.
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3.5 Discussion
3.5.1 Validation du module utilisant les ovaires d'abattoir pour
I'etude de la hi6rarchie folliculaire
L'originalite de ce travail de recherche est 1'utilisation d'un modele d'etude qui utilise les
ovau-es d'abattoir pour etudier la hierarchie folliculaire au sein de la paire d'ovaires. Nous avons
etabli ce modele a la lumiere des travaux de Ireland et al. (1980) et nous 1'avons decrit dans Ie
tableau 12. Par comparaison au suivi des vaches par echographie, notre modele d'ovaires
d'abattoir presente 1'avantage d'etre moins couteux et demande moms de temps. Ceci est
particulierement vrai lorsqu'il faut etudier un grand nombre de follicules de stade I par exemple.
Ainsi, sur des ovaires d'abattoir nous avons bati deux experiences complementaires. La premiere
nous a permis d'etablir la hierarchie folliculaire au sein de la paire d'ovaires par histologie sans
que les follicules aient subi de culture; d'ou 1'avantage que pres6nte cette experience. Nous
avons aussi etudie 1'activite fonctionnelle des follicules en relation avec cette hierarchie et ce, en
examinant l'estradiol-17p et 1'androstenedione du liquide folliculaire. Mais, avec cette premiere
experience nous n'avons pas pu suivre les activites de synthese des steroi'des ni la relache
d'estradiol-17p par les follicules in vitro. Par centre, nous avons pu ^tudier ces parametres
physiologiques en relation avec la hierarchie folliculaire lors de la deuxieme experience et ce,
apres culture stationnaire des follicules pendant une courte duree, d'ou 1'avantage de cette
deuxieme experience. Et ce, d'autant plus que nous avons trouve que la culture des follicules
n'affecte pas la structure histologique des cellules de la granulosa.
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A partu- des deux experiences que nous avons realisees nous schematisons nos resultats
dans la figure 14 qui illustre notre modele de hierarchie folliculaire. Ainsi, a 1'exception du stade
I, a existe toujours un FD sur la paire d'ovaires. Dans la litterature, plusieurs chercheurs ont
etudie la dynamique du developpement folliculaire par echographie chez la vache (Pierson et
Ginther, 1987a; Knopfet al., 1989; Sirois et Fortune, 1988, 1990; GuUbault et al., 1991, 1992;
Murphy et al., 1991; Ginther et al., 1989; Kastelic et al., 1990; Savio et al., 1988; Sunderland et
al., 1994; Fortune, 1994). Ces chercheurs ont egalement demontre la presence de FD a n'importe
quel moment du cycle a 1'exception des jours 0, 1, 2 et 3. De plus, selon les etudes efFectuees par
echographie, il existe seulement une cohorte de follicules de taille moyenne pendant les jours 0, 1,
2 et 3 du cycle. Ces follicules sont en croissance qui est estimee a 1'echographie par
1'augmentation dans Ie temps de la taille du follicule. Nous avons emis 1'hypothese que ces
follicules seraient non atresiques. Nos resultats montrent qu'au stade I, la plupart des FS sont non
atresiques (figure 14). Notre determination du stade I du cycle, basee sur 1'apparence du corps
jaune et 1'absence de FD sur la paire d'ovau-es correspond done bien au debut du cycle (jours 0, 1,
2, 3) decrit par echographie. Par ailleurs, certaines caracteristiques precises du corps jaune tel
que decrit par Ireland et al. (1980) et par Sirard (communication personnelle) et la presence d'un
seul FD sur la paire d'ovaires nous ont permis d'attribuer a ce genre de paire d'ovaires, Ie debut
avance du cycle (stade II). Nos resultats montrent que Ie FD present sur les ovaires assignes a
cette periode du cycle est histologiquement non atresique (figure 14). Selon les etudes eflfectuees
par echographie, entre les jours 4 et 8 du cycle, un seul gros follicule est present sur la paire
d'ovaires et ce follicule est en croissance (Pierson et Ginther, 1987a; Sirois et Fortune, 1988;
Savio et al., 1988; Ginther et al., 1989; Knopfet al., 1989; 1990; KasteUc et al., 1990; Murphy et
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al., 1991; Guilbault et al., 1991,1992; Sunderland et al., 1994; Fortune, 1994). Nous avons emis
1'hypothese que ce gros follicule serait histologiquement non atresique. Nos observations
histologiques confirment done cette hypothese (figure 14). Notre attribution d'une paire
d'ovaires a la periode du debut du cycle (jour 1 a 3) ou a celle des jours 4 a 8 du cycle est done
valable.
Par ailleurs, nos resultats montrent qu'au milieu du cycle, lorsqu'un FD unique est present
sur la paire d'ovaires (stade ffl), il est histologiquement atresique alors que, lorsque deux FD sont
presents (stade TV et V), 1'un est histologiquement sain, 1'autre atresique (figure 14). Lorsqu'on
examine Ie modele de vagues folliculau-es etablies par echographie (Pierson et Ginther, 1987a;
Savio et al., 1988; Knopfet al., 1989; Ginther et al., 1989; Sirois et Fortune, 1988, 1990; Kastelic
et al., 1990; Murphy et al., 1991; Guilbault et al., 1991, 1992; Sunderiand et al., 1994; Fortune,
1994), on voit qu'entre les jours 8 et 13 un seul FD est present sur la paire d'ovaires et il est en
regression a Fechographie. Vraisemblablement, il serait atresique d'un point de vue histologique.
Guilbault et al. (1993) et Fortune et al. (1994) ont montre que des FD en regression lors des
observations par echographie etaient histologiquement atresiques. Le FD atresique que nous
venons d'evoquer (au stade ffl) appartiendrait done a des paires d'ovaires situees probablement
entre les jours 8 et 13 du cycle estral. Par ailleurs, a partir du jour 13 il existe deux FD chez les
vaches a 2 vagues (Pierson et Ginther, 1984; Kastelic et al., 1989; Knopfet al., 1989; Ginther et
al., 1989b) et 2 FD a deux reprises chez les vaches a 3 vagues (Ireland et Roche, 1987; Savio et
al., 1988; Sirois et Fortune, 1988). Nous precisons que dans la figure 14, nous n'avons
schematise que Ie cas des cycles de vaches a deux vagues de developpement folliculaire. Dans les
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deux cas (vaches a 2 ou 3 vagues), a Fechographie, Fun des FD est en croissance, 1'autre en
regression (Pierson et Ginther, 1984; Ireland et Roche, 1987; Savio et al., 1988; Sirois et
Fortune, 1988, Kastelic et al., 1989; Knopfet al., 1989; Ginther et al., 1989b). Nos resultats
suggerent que vraisemblablement les FD observes en croissance par echographie, rapportes par la
litterature, seraient histologiquement sains alors que les FD en decroissance par echographie
seraient histologiquement atresiques.
De plus, nous avons montre que Ie FD sain est plus riche en estradiol-l?? dans Ie Uquide
folliculaire, synthetise plus de testosterone et relache plus d'estradiol-17p in vitro que Ie FD
atresique. Ceci n'est pas surprenant vu que nous avons deja demontre (section 2) que les
parametres biochimiques que nous venons de decrire sont plus elevees chez les gros follicules
non atresiques par comparaison aux gros follicules atresiques (section 2.3). On pourrait dire, a
partir de ces trois caracteristiques, que Ie FD non atresique est physiologiquement actif et Ie FD
atresique est physiologiquement inactif. Nos resultats suggerent alors que durant Ie cycle estral,
Ie FD observe en croissance a 1'echographie dans la litterature, serait histologiquement sain et
physiologiquement actif alors que Ie FD en regression, observe a 1'echographie, serait
histologiquement atresique et physiologiquement inactif. Ainsi, la similarite de nos resultats avec
ceux de Guilbault et al. (1993) et Fortune et al. (1994) nous permet d'afi5nner que notre
attribution de tel moment du cycle a telle paire d'ovaires en fonction de 1'apparence du corps
jaune, de la presence du FD et de son etat histologique etait justifiee et done notre modele
d'ovaires d'abattoir est valable. De plus, ce modele nous permet d'avancer les connaissances
apportees par les etudes des vagues folliculaire par echographie en confirmant 1'hypothese
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concemant Petat histologique et physiologique des FD presents durant Ie cycle estral chez Ie
bovin selon cette technique.
3.5.2 Influence de la presence et du statut du FD sur Ie taux
d'atr6sie des follicules subordonn6s
Nos resultats montrent que dans les paires d'ovaires non porteuses de FD (stade I) ou dans
celles porteuses d'un FD unique, atresique et physiologiquement inactif (stade DI), la grande
majorite des FS sont non atresiques (figure 14). D'autre part, lorsqu'un seul FD non atresique et
physiologiquement actifest present sur la paire d'ovaires (stade II), la plupart (environ 90 %) des
FS sont atresiques. U en est de meme pour les FS en presence de deux FD dont 1'un est sain et
physiologiquement actifet 1'autre atresique et physiologiquement inactif (stades TV et V) (figure
14). Nos resultats correspondent alors a la hierarchie morphologique observee durant les vagues
de croissance folliculaire observees par echographie a travers Ie cycle chez Ie bovin (Pierson et
Gumther, 1987a; Savio et al., 1988; Knopfet al., 1989; Ginther et al., 1989; Sirois et Fortune,
1988, 1990; Kastelic et al., 1990; Murphy et al., 1991; GuUbault et al., 1991,1992; Sunderland et
al., 1994; Fortune, 1994). En eflfet, selon ces travaux, il y a un arret de croissance des follicules
de la cohorte a chaque fois qu'un FD en croissance est present sur la paire d'ovaires. Par contre,
une cohorte de follicules subordonnes en croissance est identifiee lors de 1'emergence de la
premiere vague (jour 2) et de la deuxieme vague folliculaires (jour 9 pour les vaches a 2 vagues et
jour 11 pour les vaches a 3 vagues de developpement folliculaire (Sirois et Fortune, 1988).
L'echographie montre qu'au jour 2, il n'y a pas de gros follicule sur la paire d'ovaires alors qu'au
jour 9 (vaches a 2 vagues) ou au jour 11 (vaches a 3 vagues) est present un FD en regression. A
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la suite des resultats obtenus a 1'aide de 1'echographie par ces chercheurs (Pierson et Guinther,
1987a; Savio et al., 1988; Knopfet al., 1989; Ginther et al., 1989; Sirois et Fortune, 1988, 1990;
Kastelic et al., 1990; Murphy et al., 1991; Guilbault et al., 1991,1992; Sunderiand et al., 1994;
Fortune, 1994), nous avons emis 1'hypothese qu'en presence d'un FD en regression, les FS en
croissance seraient histologiquement sains. Par centre, en presence d'un FD en croissance les FS
qui sont en regression ou en arret de croissance seraient histologiquement atresiques. Nos
resultats supportent done ces hypotheses et confirment ceux de Rouillier et al. (1996) qui a
montre que la presence d'un FD augmente Ie pourcentage d'atresie des follicules de classe 2. fls
confirment aussi les resultats de Guilbault et al. (1993) qui ont montre que la proportion des
follicules atresiques de classe 2 (4,6 a 8,0 mm) est plus grande (64,4 %) durant la phase de
croissance que pendant la phase de regression (40,7 %) du FD de premiere vague folliculaire
suivie par echographie avant 1'abattage des vaches. Toutefois, les criteres utilises par ces
chercheurs pour classer les follicules selon leur etat histologique sont dififerents des notres. En
efFet, ils considerent qu'un follicule est atresique s'il presente plus de 1 % de pycnoses dans les
cellules de la granulosa, ce qui, selon nos criteres, exclut les follicules en debut de 1'atresie. Ceci
justifie Ie plus grand taux d'atresie des FS que nous avons obtenu dans les deux situations
(presence de FD normal ou de FD atresique), par rapport aux leurs. En ce qui conceme nos
criteres de 1'atresie, nous avons profite des resultats que nous avons obtenu dans Ie present
chapitre pour verifier la fiabilite de nos criteres du debut de 1'atresie. Nos resultats montrent alors
que les follicules subordonnes non atresiques de stade II + IH+ TV +V synthetisent plus de
testosterone et relachent plus d' estradiol-17p in vitro que les follicules subordonnes en debut de
1'atresie de meme stade du cycle. Nous voyons alors que dans 1'ensemble, nous retrouvons les
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resultats que nous avons obtenus lors de 1'etude du debut de 1'atresie folliculaire (chapitre 2) entre
les follicules non atresiques et ceux qui sont en d^but de Fatresie. Nous concluons de nouveau
que nos criteres histologiques du debut de 1'atresie sont fiables. Ceci, meme si nous n'avons pas
pu Ie verifier sur tous les stades du cycle separ^ment parce que nous etions limites par la taille de
la population des FS. Toutefois, nous avons trouve que les follicules subordonnes non atresiques
de stade I (tableau 23) sont sunilaires aux follicules subordonnes non atresiques du reste du cycle,
pour toutes les caracteristiques physiologiques etudiees. Precisons que ces deux types de
follicules subordonnes non atresiques proviennent des paires d'ovaires dont la situation n'est pas
la meme a travers Ie cycle, dans Ie sens ou Ie follicule dominant n'est pas toujours present. Aussi
1'environnement hormonal n'est pas Ie meme (Hansel et Convey, 1983). Mais ces parametres ne
semblent pas influencer les follicules subordonnes non atresiques au sein de 1'ovaire. Et il est fort
possible qu'U en soit de meme pour les follicules subordonnes debutant 1'atresie. En conclusion,
vu que nos criteres de determination du debut de Fatresie sont plus rigoureux que ceux decrits
dans la litterature. Us nous ont permis de caracteriser la hierarchie foUiculaire de fa^on tres
rigoureuse au sein de la paire d'ovaires.
3.5.3 Influence de la presence et du statut du FD sur les
caracteristiques physiologiques des follicules subordonnes
Nos resultats montrent (Tableau 20) que les FS de stade I (debut du cycle en absence de
FD) et ceux de stade ffl (milieu du cycle en presence d'un FD unique et atresique), presentent Ie
meme patron de synthese foUiculaire de testosterone, de contenu du liquide folliculaire et de
118
relache dans Ie milieu d'incubation en estradiol-17p. Toutes ces caracteristiques physiologiques
de ces FS sont par centre superieures a celles des FS de stade IE (debut du cycle en presence d'un
FD non atresique). Nos resultats correspondent de nouveau a la hierarchie morphologique
observee durant les vagues de croissance folliculaire suivies par echographie (Pierson et Guinther,
1987a; Knopfet al, 1989; Sirois et Fortune, 1988, 1990; Guilbault et al., 1991,1992; Murphy et
al., 1991; Ginther et al., 1989; KasteUc et al., 1990; Savio et al., 1988; Sunderiand et al., 1994;
Fortune, 1994).
Nous nous attendions a ce que la synthese d'estradiol-17p par les FS suive aussi Ie meme
patron que celui des autres parametres etudies. Mais, ce n'est pas Ie cas, ceci n'est pas
surprenant vu que la population des FS etudiee est composee en majeure partie de follicules de
moyenne taille (5 a 8 mm). Or, selon nos travaux de recherche sur 1'atresie (chapitre 2) nous
n'avons pas trouve de diiference de synthese d'estradiol-17(3 entre les follicules non atresiques et
atresiques de moyenne taille. Malgre cela, nos resultats sont en accord avec ceux de Rouillier et
al. (1996) qui a montre que Ie FD mfluence la fonction steroidienne des follicules. Ce chercheur a
aussi demontre que 1'efFet du FD au troisieme jour de traitement surovulatoire etait aussi detecte
pour les gros follicules atresiques. En efifet, la relache d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation
par les gros follicules atresiques provenant de vaches porteuses etait plus faible que celle des
follicules provenant des vaches non porteuses d'un FD. Nos resultats confirment aussi ceux de
Guilbault et al. (1992) qui ont montre que la relache d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation
des FS de classe 2 (4,6 a 8,0 mm) est plus grande durant la phase de regression du FD que
pendant sa phase de croissance. Mais, les travaux de Rouillier et al. (1996) et de de Guilbault et
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al. (1992) que nous venons d'evoquer, etaient restreintes a 1'examen de la relache d'estradiol-l??
dans Ie milieu d'incubation. Ces travaux n'incluait pas non plus les FS des jours 0, 1, 2 et 3 du
cycle (stade I, absence de FD). Nos resultats s'accordent aussi avec les travaux de Fortune
(1994) et Sunderland et al. (1994) concemant Ie statut physiologique des follicules de premiere
vague folliculaire au jour 3 (absence de FD) (Sunderland et al., 1994; Fortune, 1994), au jour 6
(Sunderland et al. (1994)) ou au jour 7 (Fortune (1994)) (presence d'un FD en croissance) et au
jour 11 (Fortune (1994)) ou au jour 12 (Sunderiand et al. (1994)) (presence d'un FD en
regression). L'etude de Fortune (1994) portait sur Ie contenu du liquide foUiculaire en estradiol-
17p et en androstenedione des FS et FD respectivement, mais, etait realisee sur 4 vaches
seulement, autrement dit, 4 paires d'ovaires. De plus, la comparaison d'estradiol-17p et
d'androstenedione qu'elle a faite entre les jours etudies concemait tous les folUcules pris a ces
jours du cycle. Autrement dit, les FS et les FD etaient confondus, ce qui ne foumit pas d'evidence
propre aux FS. L'etude de Sunderland et al. (1994) portait sur 1'activite estrogene (definie par Ie
rapport molaire estradioVprogesterone) des FS et du FD separement. Mais, selon nos resultats
presentes dans Ie chapitre 2, ce rapport molaire, n'est pas un bon critere d'activite physiologique
pour les follicules de taille moyenne.
Notre etude apporte done plus de connaissances sur les caracteristiques histologiques et
fonctionneUes que ceUes de GuUbault et al. (1992), Fortune (1994) et Sunderland et al. (1994).
En eflfet, nous demontrons qu'en absence de FD sur la paire d'ovaires, les FS sont non atresiques
et physiologiquement actifs par la synthese folliculaire de testosterone. Ie contenu du liquide
folliculaire en estradiol-17j3 et sa relache dans Ie milieu d'incubation. H en est de meme lorsque la
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paire d'ovaires renferme un FD atresique et physiologiquement inactif. Par contre la presence
d'un FD sain et physiologiquement actif est concomitante avec celle des FS atresiques et
physiologiquement inactifs sur la paire d'ovaires.
Nos resultats nous incitent a reflechir a cet eflfet inhibiteur du FD sur la croissance des
follicules plus petits presents sur la paire d'ovaires. On se demande alors comment Ie FD non
atresique et physiologiquement actifparvient il a inhiber la physiologie des follicules subordonnes.
D y a plusieurs possibilites par lesquelles Ie FD peut exercer sa dominance, soit par voie
systemique ou intragonadique (Fortune et al., 1988). Actuellement, il y a des evidences
concemant les eflfets physiologiques du liquide folliculaire du FD sur la suppression de croissance
et de maturation des autres follicules (Cahill 1984; Miller et al., 1979). II y a aussi des evidences
sur la suppression de la reponse de ces follicules aux gonadotropines (Kling et al., 1984;
DiZerega et al., 1982; 1983; Montz et al. 1984; Ono et al. 1986), sur 1'inhibition de la
liaison de FSH a son recepteur (Reichert et aL, 1979; Fletcher et al., 1982; Nandedkar et al.,
1992; bovin: Sluss et al., 1983; 1984) et sur Ie controle de secretion de FSH par Ie liquide
folliculaire (h-eland et al., 1983). La secretion de FSH semble etre controlee par 1'action
synergique de Festradiol-17p et de I'inhibine sur 1'hypophyse anterieure (Martin et al., 1988;
Mann et al., 1992; CampbeU et al., 1990; Wrafhall et al., 1990; Baird et al.,1991; Lussier et
Carruthers, 1989). Le follicule dominant present sur la paire d'ovaires etant riche en inhibme (de
Jong et Sharpe, 1976; Welschen et al., 1977; Scott et al., 1980; Henderson et Franchimont, 1981;
Tsonis et al., 1983; Guilbault etal., 1993; Ireland et al., 1994; Ireland et Ireland, 1994), serait la
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source majeure de 1'inhibme circulante. De plus, Ie FD est riche en estradiol-17p pendant sa
dominance fonctionnelle (Turzillo et Fortune, 1992). En outre, l'estradiol-17p peut avoir des
efFets inhibiteurs directs dans les follicules de plusieurs especes (Zeleznik, 1981; Hutz, 1989); il
semble etre un regulateur de la steroi'dogenese folliculaire (Fortune, 1986, 1988; Fortune et
Hansel, 1979). On pourrait done penser que Ie FD inhibe Ie developpement des follicules
subordonnes par eflfet systemique ou paracrine via I'inhibine eVou l'estradiol-17p du FD.
Par ailleurs Ie follicule dominant fonctionnel presenterait, dans son liquide folliculaire, de
grande teneurs de FSH par rapport aux follicules plus petits (McNatty et al., 1981) et de grandes
quantites de IGF-1 (Hammond et al., 1992; Driancourt, 1991). II a ete montre que IGF-1
presente un role important dans la folliculogenee (Ling et al., 1992) et dans Ie controle de la
dominance folliculaire (Driancourt, 1991). Avec IGF1, il existe une famille de proteines de
liaison de IGF-1 (BPS) qui peuvent moduler les actions de IGF-1 (Lmg et al., 1992; Samaras et
Hammond, 1992). Le facteur de croissance IGF-1 et son ARNm augmenfent avec la croissance
et Ie developpement du follicule alors que les niveaux de IGFBP2 et son ARNm diminuent (pore;
Hammond et al., 1992). De meme ces auteurs suggerent que la reduction d'expression de
IGFBP4 et BPs pourait servir a promouvoir sa croissance et son ovulation ulterieure.
L'expression en IGFBP2, BP4 et BPs du follicule dominant fonctionnel est reduite (Hammond et
al., 1992). D est alors possible que les follicules subordonnes qui, apres la selection du FD, se
trouvant dans un environnement appauvri en FSH (Driancourt, 1991), expriment plus de IGFBP4
et BPs et moins de IGF-1. Dans ce cas, ce serait la Ie facteur a 1'origine de la baisse de synthese
de testosterone, du contenu du liquide folliculaire en estradiol-17p et de sa relache in vitro chez
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ces follicules. Si c'est Ie cas, ce serait la 1'une des voies par lesquelles Ie FD inhiberait la
croissance des follicules subordonnes. H est possible egalement qu'il existe une action paracrine
exercee par Ie FD directement sur les follicules subordonnes en y induisant la synthese des
IGFBP4 et BP5. D'ailleurs, ces proteines de liaison de IGF-1 ont ete demontrees dans Ie liquide
folliculaire de bovin (de la Sota et al., 1995).
3.5.4 Selection du futur follicule dominant
fl est connu dans la litterature que les follicules sont recrutes par cohorte et la selection est
Ie processus physiologique par lequel 1'exces de follicules est reduit afin d'atteindre Ie quota
ovulatoire caracteristique de 1'espece (Goodman et Hodgen, 1983; Saumande, 1991; Fortune,
1994). Mais les facteurs impliques dans Ie phenomene de la selection du follicule dominant
demeurent encore obscurs. Le temps de la selection est defini chez Ie bovin par les mesures
efFectuees par echographie (Savio et al., 1988; Sirois et Fortune, 1988; Pierson et Ginther, 1988a;
1988b) et les rapports molaires intra-folliculaires estradiol-17p sur progesterone (Ireland et
Roche 1982, 1983a,b) comme Ie moment ou un follicule estrogene actif favorise sa propre
croissance et inhibe celle des autres follicules.
Nos resultats montrent que dans la cohorte des follicules recmtes non atresiques est present
un follicule qui est plus estrogenique que les autres follicules subordonnes, par son contenu du
liquide folliculaire et sa relache d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation. Dans la population
des FS non atresiques que nous avons etudiee, nous voulions faire une analyse statistique en
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utilisant un test qui vise a detecter les valeurs aberrantes. Ce test devraient etre pratique sur la
teneur d'estradiol-17p du liquide folliculaire des FS non atresiques de chaque paire d'ovaires.
Or, 1'efFectif de ces FS (4 follicules non atresiques en moyenne par paire d'ovaires) n'etait pas
suffisant pour detecter des valeurs aben-antes par ce test. D'ailleurs, meme si c'est Ie cas, nous ne
pouvons pas savoir si cette valeur aberrante est associee a un artefacte de dosage par RIA (erreur
experimentale) ou a un phenomene physiologique qui s'est produit uniquement dans un follicule
et pas dans les autres (Chamest, communication personnelle). De ce fait, et comme nous
cherchons a identifier un follicule panni la cohorte des FS non atresiques qui a peine commence a
se demarquer par rapport aux autres par son contenu d'estradiol-17p du liquide folliculaire, nous
1'avons repere dans chaque paire d'ovaires pour Ie comparer au reste des FS non atresiques de la
cohorte en utilisant d'autres parametres physiologiques dont la relache d'estradiol-17p dans Ie
milieu d'incubation. Cette relache s'avere 3 fois significativement plus importante pour ce
follicule que pour Ie restant des FS non atresiques de la cohorte. D'autre part, ce follicule n'est
pas Ie plus gros de la cohorte. Mais il pourrait etre Ie fatur follicule dominant. Ainsi Ie contenu
d'estradiol-17(3 du liquide folliculaire et la relache d' estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation
poun-aient etre pamii les facteurs nous permettant d'identifier Ie foUicule selectionne ou en vobc
de 1'etre. A notre connaissance, Sunderland et al. (1994) et Adams (1994) sont les seuls
chercheurs qui se sont interesses entre autres a explorer quelques facteurs qui pourraient etre
impliques dans Ie phenomene de la selection du follicule dominant. Adams (1994) a rapporte
qu'il etait capable de predire a 1'aide de 1'echographie quel est Ie fotur FD parmi la cohorte des
FS en croissance. Le cntere de cet auteur est la taille de ce follicule. Mms nos resultats ne
supportent pas cette affimiation. Nos resultats sont par contre en accord avec ceux de
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Sunderland et al.. (1994) qui ont aussi rapporte que Ie follicule dominant n'est pas toujours Ie plus
gros durant la phase de la selection (jours 1 et 2). Us rajoutent que 1'estradiol du liquide
folliculaire et Ie rapport molaire estradiol / progesterone ne sont pas differents pour tous les
follicules > 5 mm au jour 1 apres 1'ovulation alors que la concentration de progesterone est plus
grande chez les follicules Fi (deuxieme plus gros follicule de la paire d'ovaires) et Fs (les autres
follicules de la paire d'ovaire) que chez les follicules Fi (follicule Ie plus gros de la paire d'ovaire).
Ces auteurs suggerent de ce fait, que la progesterone pourrait etre un facteur important pour
etablir quel follicule va devenir dominant durant la phase de la selection.
Cependant, la conclusion de ces chercheurs devrait etre prise aussi avec pmdence puisqu'ils
ignorent 1'etat histologique de ces follicules. D n'est done pas surprenant qu'ils ne trouvent pas de
differences d' estradiol-17p du liquide folliculaire entre les follicules Fi, F2 et Fs au jour 1 puisque
la cohorte folliculaire a ce jour renferme egalement des follicules atresiques. Ces demiers ont un
liquide folliculaire faiblement concentre en estradiol-l??. II est vrai, d'apres nos resultats, qu'a ces
jours la grande majorite des follicules sont non atresiques, mais n'oublions pas que la
concentration en estradiol-17p des follicules sains de moyenne taille n'est pas tres importante
puisque Pactivite de leur enzyme d'aromatisation n'est pas tres grande (McNatty et al., 1984a).
De plus, Ie fait de confondre les follicules sains avec les atresiques camouflerait la difference en
estradiol-17p entre les follicules Fi, Fi et Fs. D'autre part, il est possible que la plus grande
concentration de progesterone qu'ils ont trouvee chez les follicules Fi soit associee a 1'atresie de
ces follicules plutot qu'a leur selection.
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En ce qui conceme la relache d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation, nous sommes les
premiers chercheurs a considerer ce parametre pour etudier Ie phenomene de la selection du
follicule dominant, fl est tres interessant de remarquer que Ie follicule subordonne non atresique
Ie plus estrogenique (par son contenu du liquide folliculaire en estradiol-17p) relache
significativement pres de trois fois plus d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation que les autres
follicules subordonnes egalement non atresiques. Nous ne savons pas par quel mecanisme au
niveau du follicule cela pourrait se produu-e. Mais il est interessant de remarquer que lors de nos
etudes portant sur Patresie folliculaire (chapitre 2) nous avons demontre qu'une diminution
importante de relache d'estradiol-17p in vitro est associee avec rapparition des premiers signes
morphologiques de 1'atresie folliculaire. Maintenant nous observons une augmentation de cette
relache d'estradiol-17p associee avec la selection du follicule dominant. Tout se passe comme si
les mecanismes qui regissent la selection du follicule dominant et Ie debut de 1'atresie etaient les
memes mais, s'efifectuent de fa^on inversee selon Ie cas (selection ou debut de 1'atresie). D serait
done interessant d'orienter la recherche dans cette voie.
Par ailleurs il a ete demontre que la periode de la selection, jours 1 a 3 et jours 10 a 12
(Sunderland et al., 1994) ou 1'emergence de chaque vague folliculaire (Adams et al., 1992) est
precedee par une augmentation du niveau serique de la FSH (Sunderiand et al., 1994; Adams et
al., 1992). La FSH a un role determinant a tous les stades de developpement folliculaire
(Richards, 1980). Tout se passe comme si 1'augmentation de la concentration de la FSH
circulante initie la phase d'emergence et de croissance du follicule dominant. Cette hypothese est
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confirmee par les resultats d'Adams et al. (1992) qui demontrent que 1'administration de liquide
folliculaire bovin retarde 1'augmentation serique de la FSH apres 1'ovulation entre les jours 0 et 3
du cycle. Ce delai dans 1'augmentation de la FSH circulante retarde 1'emergence d'un nouveau
follicule dominant. Turzillo et Fortune (1990) ainsi que Lussier et al. (1994) ont aussi demontre
que 1'injection de liquide folliculaire bovin provoque une baisse de la concentration circulante de
la FSH et empeche Ie recmtement et done il n'ya pas de selection. En accord avec Ie resultats
d'Adams et al. (1992), de TurziUo et Fortune (1990), et de Lussier et al. (1994), Sunderland et al.
(1994) demontrent Ie modele de secretion cyclique de la FSH durant Ie cycle estral chez Ie bovin
et suggerent que cette secretion de FSH est responsable de 1'emergence et de la selection du
follicule dommant qui, une fois selectionne, exerce un retro-controle negatif sur la concentration
serique de la FSH par son estradiol-17p (Price et Webb, 1988) et son inhibine (Beard et al., 1990;
Rivier et Vale, 1991; Robertson et al., 1991). Ces evidences nous mcitent a penser que c'est la
FSH qui serait responsable de 1'augmentation que nous avons trouvee concemant la relache
d'estradiol-17p in vitro d'un seul follicule parmi la cohorte. Mais nous ne savons toujours pas
pourquoi un seul de ces follicules est selectionne.
Dans une etude, conyue pour explorer Ie phenomene de la selection folliculaire chez Ie rat,
Lmg et al. (1992) ont demontre avec les cellules de la granulosa en culture que les faibles niveaux
de FSH (<5 ng/ml) dans Ie milieu de culture stimulent la production de IGFBP (proteine de
liaison de IGF-1), et que des hauts niveaux de FSH (>25 ng/ml) inhibent la production de
IGFBP4 et BPs. Ces proteines de liaison de IGF-1 sont connues pour leur eflfet modulateur des
actions de IGF-1 (Ling et al., 1992; Samaras et Hammond, 1992) et IGF-1 joue un role critique
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dans Ie phenomene normal de croissance et de differentiation du follicule preovulatoire (Ling et
al., 1992; Driancourt, 1991). Ling al. (1992) concluent de ce fait, que 1'expression regulee de
IGFBP4 et B?5 pourrait etre Ie mecanisme par lequel s'eflfectue la selection du follicule dominant
chez Ie rat. H est possible qu'il en soit de meme pour Ie bovin mais nous ne savons pas encore si
les IGFBP4 et B?5 qui sont demontres dans les follicules de pore (Grimes et al., 1992) et de rat
(Ling et al., 1992) sont aussi presents dans Ie follicule bovin. Si c'est Ie cas, la mesure de la
production de IGFBP4 et BP5 pourrait etre un bon parametre d'etude pour elucider Ie ou les
mecanismes de la selection du follicule dominant chez Ie bovin.
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Figure 14 Modele de hierarchie folliculaire dans 1'ovaire de bovin durant Ie cycle
estral.
FS-A= Follicules subordonnes atresiques.
FS-NA= Follicules subordonnes non atresiques.
FD-A= Follicules dominants atresiques.
FD-NA= Follicules dominants non atresiques.
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4. Conclusion
1- L'evaluation de 1'etat histologiquement non atresique du follicule bovin lorsque Ie
nombre de pycnoses par section folliculaire ne depasse pas 5 est un critere fiable. Le debut de
1'atresie est caracterise sur Ie plan morphologique par la presence de 10 a 25 pycnoses par section
folliculaire. Nous avons egalement note dans la section folliculaire, la presence de 25 a 30
cellules qui ressemblent aux pycnoses. Nous avons nomme ces cellules des prepycnoses. Mais
nous n'avons aucune evidence que ces cellules deviendront pycnotiques. Sur Ie plan
physiologique Ie debut de 1'atresie est caracterise, chez les follicules de grande taille seulement par
une diminution significative des deux rapports molaires ET/A et E2/P4. De plus, 1'activite
estrogene definie par Ie rapport molaire E-2/A > 1 est un bon indicateur du debut de 1'atresie chez
les gros follicules. U en est de meme pour 1'activite estrogene definie par Ie rapport molaire
E2/P4 > 0,1. Le debut de 1'atresie est egalement marque chez les gros follicules seulement par une
baisse de synthese in vitro de testosterone (dans nos conditions de culture). Par centre chez les
deux classes foUiculaires Ie debut de 1'atresie est caracterise par une chute draconienne de relache
d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation (d'environ 50 % chez les moyens et de 90 % chez les
gros follicules). II existe alors des variations physiologiques importantes reliees au tout debut de
1'atresie. Ceci temoigne de la validite de nos criteres histologiques d'identification du debut de
Fatresie folliculaire.
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2- Notre modele d'etude de la hierarchie folliculaire au sein de la paire d'ovaires a partir
d'ovaires d'abattoir est un modele tout a fait valable. Les stades du cycle sont determines par
1'apparence du corps jaune et la presence ou non de FD sur la paire d'ovaires. Ce modele nous a
permis de confirmer la hierarchie morphologique observee dans la litterature lors des etudes des
vagues folliculaires par echographie. De plus, il nous a permis d'avancer nos connaissances dans
ce contexte. En eflTet, nous avons demontre que la presence d'un FD non atresique et
physiologiquement actif (par la synthese folliculaire de testosterone in vitro et la relache
d'estradiol-17p dans Ie milieu d'mcubation) sur la paire d'ovaires est concomitante avec un taux
eleve de follicules atresiques et physiologiquement inactifs (par les memes criteres que ceux des
FD) pamii les FS. Inversement, lorsqu'un FD atresique et physiologiquement inactif est present
sur la paire d'ovaires ou lorsque cette demiere est depounaie de FD, la plupart des FS sont non
atresiques et physiologiquement actifs. Autrement dit, la morphologie et 1'activite physiologique
des FS sont influencees par la presence et Ie statut histologique et physiologique du FD. Enfin,
dans la cohorte des FS non atresiques recrutes, est present un follicule non atresique qui est
sigmficativement Ie plus riche, dans la cohorte des FS, en estradiol-17p du liquide folliculaire; il
n'est pas Ie plus gros. Sa relache d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation est pres de 3 fois
significativement plus elevee que celle des autres FS non atresiques de la cohorte. Ce FS pouirait
etre Ie futur FD de la paire d'ovaires. Ainsi, 1'augmentation de la relache in vitro d'estradiol-17p
pourrait etre Ie ou 1'un des facteurs indiquant la selection du futur FD.
3-Nous avons alors demontre entre autres, que Ie debut de 1'atresie est caracterise par une
baisse importante de relache in vitro d'estradiol-17p par les follicules des deux classes de taille.
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Inversement, la selection du FD et marque par une augmentation importante de cette relache. En
61ucidant dans 1'avenir Ie ou les mecanismes qui regissent cette relache, nous amverons surement
a mieux comprendre les facteurs qui influencent la maturation des follicules. Ceci nous
permettrait cTameliorer les techniques qui visent a optimiser la fertilite des bovins et done
d'ameliorer la reponse des vaches au traitement de surovulation. Ce qui serait benefique pour
1'mdustrie du transfert d'embryons.
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5. Annexe: etude des conditons optimales de
stimulation des follicules bovins en culture de longue
duree
L'objectif de recherche dans ces travaux est de mettre au point un systeme de culture de
follicules bovins dans des conditions optunales de stmiulation. Ce systeme nous permettrait de
demontrer in vitro 1'existence d'un eflfet inhibiteur paracrine exerce par Ie FD sur la croissance des
autres follicules presents sur la paire d'ovaires. Pour ce faire nous avons realise une serie
d'experiences dont nous allons presenter les principaux resultats et conclusions.
Dans un premier temps, nous avons mis au point une technique d'histologie utilisant des
frottis cellulaires dans la granulosa. Les frottis cellulaires sont fixes dans un melange de
methanol, formaldehyde et acide acetique. Les frottis fixes ont ensuite subi une coloration de
Feulgen suivie d'une deshydratation et d'un eclaircissement avant'd'etre montes entre lame et
lamelle. Cette technique, validee par comparaison a la technique d'histologie classique (Martin,
1986), est tout a fait valable pour des foUicules sans culture. De plus, elle presente 1'avantage
d'etre simple et rapide.
Nous avons alors realise une premiere experience en nous basant sur des resultats
precedemment obtenus dans notre laboratoire. Ces resultats montrent que Ie systeme de culture
en perifasion semble etre apte au maintien de 1'etat physiologique des follicules pendant une
periode de vingt-cinq heures. Mais aucune diflTerence significative n'a ete decelee apres traitement
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de ces demiers par FSH (0 ng/ml, 100 ng/ml, 400 ng/ml, 1000 ng/ml) quant a la relache
d'estradiol dans Ie milieu de culture. De plus, apres 25 heures d'incubation, il a ete note que la
relache en estradiol-17p a tendance a diminuer et que celle de 1'androstenedione subit une chute
abmpte. 1'une des hypotheses etait que cette baisse de la teneur en androstenedione pourrait etre
a 1'origine de celle d'estradiol-17p par manque de substrat.
Nous avons alors realise une experience ou nous avons mis en culture de perifasion des
follicules de 7 a 8 mm de diametre. La duree de la culture etait de 25 heures. Nous avons
supplemente Ie milieu d'incubation soit avec de 1'androstenedione 10 M, soit avec de la FSH 10
ng/ml ou 100 ng/ml, soit avec un traitement combine d'androstenedione avec la FSH (10 ou 100
ng/ml). Le groupe temoin n'avait re^u ni androstenedione ni FSH dans Ie milieu de culture. Au
terme de I'incubation, 1'etat du follicule a ete determine en utilisant la technique des frottis
cellulaires. Les resultats montrent un changement de 1'etat physique du follicule apres 25 heures
de culture (Ie follicule devient mou). L'etat n'a pas d'efFet sur la concentration d'estradiol-17p du
liquide folliculaire ni sur sa relache dans Ie milieu d'incubation, ce qui va a 1'encontre de toutes les
donnees de la litterature. On ne semblait done pas bien discriminer 1'etat du follicule apres 25
heures de culture en utilisant la technique des frottis cellulaires. De plus, nous n'avons pas trouve
d'eflfet de FSH (0 ou 10 ng/ml) sur la relache d'estradiol-17p dans Ie milieu d'incubation. Mais, Ie
traitement du milieu a 10 ng/ml de FSH avait tendance a favoriser la relache d'estradiol-17p par
comparaison au traitement de 100 ng/ml. Le traitement du milieu avec 10'7 M d'androstenedione
inhibait la relache d'estradiol-17B a 25 heures de culture par comparaison aux temoins et ce, quel
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que soit 1'etat du follicule. Nous avons trouve aussi une diminution de relache d'estradiol-17p
apres 25 heures de culture et ce, quel que soit 1'etat et Ie traitement du milieu.
A la suite de ces resultats, nous avons repris 1'experience avec la meme hypothese de travail
voulant qu'en presence d'androstenedione dans Ie milieu d'incubation, les follicules stimules par
FSH maintiennent un taux eleve de relache d'estradiol-17p apres 25 heures de culture. Nous
avons alors supplemente Ie milieu d'incubation, soit avec de 1'androstenedione 10 M, soit avec de
la FSH 10 ng/ml, soit avec les deux. Le groupe temoin n'avait re^u ni androstenedione ni FSH
dans Ie milieu de culture. Au terme de 1'incubation, nous avons evalue 1'etat du follicule apres
histologie classique (Martm, 1986). Les resultats montrent de nouveau un changement de 1'etat
physique du follicule qui devient mou apres 25 heures d'incubation. Quel que soit Ie traitement, Ie
contenu du liquide folliculaiTe en estradiol-17p et sa relache dans Ie milieu d'incubation etaient
superieurs chez les follicules normaux que chez les follicules atresiques. D n'y avait pas d'effet de
FSH ni d'androstenedione sur Ie contenu du liquide folliculaire en estradiol-17p ni sur sa relache
dans Ie milieu d'incubation et ce, quel que soit 1'etat du follicule. Nous avons de nouveau obtenu
une baisse de relache d'estradiol-17p apres 25 heures de culture et ce, quel que soit 1'etat du
follicule et Ie traitement du milieu d'incubation. Notre hypothese n'etait done pas verifiee.
Dans une autre etude, nous avons examine la structure des cellules de la granulosa apres 25
heures de culture en perifusion, en culture stationnaire a court terme (3, 4 ou 6 heures) ou sans
culture de follicules et ce, sous diflferentes conditions histologiques. Les resultats indiquent que
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les cellules de la granulosa de follicules incubes 25 heures montrent des signes de degenerescence,
contrairement aux cellules de la granulosa de follicules non incubes ou incubes a courte duree.
Nous avons alors realise une autre etude pour verifier si des cellules de la granulosa en
degenerescence continuent a avoir une activite de synthese hormonale in vitro. Pour cela les
follicules out ete mis en culture pendant 25 heures. Durant les premieres 21 heures de cultures de
perifusion, les follicules ont re^u dans leur milieu de culture, soit de 1'androstenedione (4,36 x 10
M), soit de la FSH (2 ng/ml), soit un traitement combine des deux hormones. Les follicules du
groupe temoin n'ont re^u ni androstenedione ni FSH. Ensuite tous les follicules ont ete transefes
dans un systeme de culture stationnaire pendant 4 heures en presence de C androstenedione a
4,36 x 10 M et de FSH a 2 ng/ml. Au terme de I'incubation les follicules ont subi la technique
d'histologie classique. Les resultats montrent de nouveau un changement de 1'etat physique du
follicule qui devient mou apres 21 heures et 25 heures de culture. Quel que soit Ie traitement, la
teneur du liquide folliculaire en estradiol-17p et sa relache dans Ie milieu d'incubation sont
superieures chez les follicules normaux que chez les follicules atresiques. La synthese de
testosterone par les follicules normaux est superieure a celle des follicules atresiques. Quel que
soit 1'etat folliculaire, cette synthese est de 1'ordre de 8 % de celle mesuree dans Ie cas des
follicules mis en culture stationnaire de courte duree (4 heures). H n'y a pas d'eflfet de FSH pour
tous les parametres physiologiques etudies. L'androstenedione (4,36 x 10 M) est inhibiteur en
culture de longue duree (21 heures par comparaison a 1 heure et demie). Nous observons de
nouveau une diminution de relache d'estradiol-17p apres 21 heures et 25 heures de culture. Cette
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diminution serait done probablement liee a la degenerescence des cellules de la granulosa apres
culture de longue duree.
De toutes ces etudes, nous concluons que nous n'avons pas encore reussi a etablir des
conditions optimales de stimulation des follicules bovins en culture de longue duree. Nous ne
sommes de ce fait pas encore en mesure d'etudier la dominance folliculaire in vitro.
137
6. Bibliographie
ABOULFADLE,W.S,M.F.A.FAHMYetS.M.ELSHAFEY. 1974. Histological studies
on the follicles with special reference to their atresia in Egyptian Buffaloes, zbl. Vet. Med.
All: 660-670.
ADAMS, G.P, R.L. MATTERI, J.P. KASTELIC, J.C.H. KO et O.J. GDSTTHER. 1992.
Association between surges offollicle-stimulating hormone and the emergence offollicular waves
inheifers. J. Reprod. Fert. 94; 177-188.
ADAMS, G.P.. 1994. Control ofovarian follicular wave dynamics in cattle: implications of
synchronization and superstimulation. Theriogenology 41: 19-24.
ADELAKOUN, V, P. MATTON, J.J. DUFOUR et Y. COUTURE. 1977. Development of the
ovarian follicles in the cow. Soc. Study. Reproduct. 10th Annual Meeting, Texas p.66. Abstr.
109.
BAIRD,D.T,B.K.CAMPBELL,G.E.MANNetMcNEILLY. 1991. Inhibin and oestradiol in
the control ofFSH secretion in the sheep (Review). J. Reprod. Fert. suppl. 43: 125-138.
BEARD, A.J, R.J. CASTDLLO, B.J. McLEOD, R.G. GLENCROSS et PG KNIGHT. 1990.
Comparison of the effects of cmde and highly purified bovine inhibin (Mr 32000) on plasma
concentrations ofFSH and LH in chronocally ovariectomized prepubertalheifers. J. Endocrino.
125: 21-30.
BEAULIEU, E.E.. 1984. Pharmacology of steroid receptors: from molecular and cellular
studies to efficient antihormonal dmgs. Biochem. phamia. 33: 905-912.
BHERER, J., J. DUFOUR et P. MATTON. 1976. Destinee des deux plus gros fomcules des
ovaires de brebis a la suite de la destruction des plus gros follicules et/ou de 1'enlevement du corps
jaune a deux moments du cycle. Can. J. Physiol. Pharmacol. 54: 7-11.
BUKOVSKY, A. I. TREBICHAVSKY, J. PRESL et J. ZIDOVSKY. 1978. Sub-
microscopic evidence oflymphoid cells within the granulosa of the rat atretic follicle. DIGS
Med. Sci. Libr. Compend. 6: 80.
138
CAfflLL, L.P, I.J. CLARKE, J.T. CUMMINS, M.A. DRIANCOURT, R.S. CARSON et J.K.
FINDLAY. 1984. An inhibitory action at the ovarian level of ovine follicular fluid on PMSG-
induced folliculogenesis in hypophysectomized ewes. In: Proceedings of the 5th ovarian
workshop, pp. 35-38. Eds D.O. Toffand R.J. Ryan. Ovarian Workshops, Champaign, Illinois.
CAfflLL, L.P., J.C. MARIANA et P. MAULEON. 1979. Total follicular population in ewe of
high and low ovulation rates. J. Reprod. Fert. 55: 27-36.
CAMPBELL, B.K, G.E. MANN, A.S. McNEILLY et D.T. BAIRD. 1990. The pattern of
ovarian inhibin, Estradiol and androstenedione secretion during the estrous cycle of the ewe.
Endocrinology 127: 227-235.
CARSON, R.S, J.K. FINDLAY, H.G. BURGER et A.O. TROUNSON. 1979. Gonadotropin
receptors of the ovine ovarian foUicle during follicular growth and atresia. Biol. Reprod. 21: 75-
87.
CARSON, R.S, J.K. FINDLAY, I.J. CLARCKE et H.G. BURGER. 1981. Estradiol,
testosterone and androstenedione in ovine follicular fluid during the growth and atresia of
ovarian follicles. Biol. Repord. 24: 105-113.
CARSON, R.S, L.A. SALAMONSEN et J.K. FINDLAY. 1986. Permeability of rat ovarian
follicles to LH during development and luteinization. J. Reprod. Fert. 76: 663-676.
CHOUDARY, J.F, H.T. GffiR et G.B. MARION. 1968. Cyclic changes in bovine vesicular
foUicles. J. Anim. Sci. 27: 468.
de Jong, F.H. et R.M. SHARPE. 1976. Evidence for inhibin-like activity in bovine follicular
fluid. Nature, Lond. 263.: 71-72.
de la Sota.R.L., F.A. Simmen et W.W. Thatcher. 1995. Integration of endocrine and
molecular responses in bovine follicles bye stepwise regression and correlation analysis. Soc.
Study. Reproduct. 28th Annual Meeting, California p. 157. Abstr. 403.
DESAULNIERS, D. 1995. Developpement folliculaire et concentrations de la LH, de la FSH,
de la progesterone et de 1'estradiol durant un cycle estral synchronise, pendant et apres la
surovulation chez des vaches agees et des taures d6montrant des reponses surovulatoires
differentes. These de Ph.D. Centre de recherche en reproduction animale et Faculte de
medecine, Universite de Montreal (Quebec, Canada).
DiZEREGA, G.S., R.P. MARKS, J.D. CAMPEAU et O.R. KLING. 1982. Human granulosa
cell secretion of protein(s) which suppress follicular response to gonadotropins. J. Clin,
Endocrinol. andMetab. 56(1); 147-155.
139
DiZEREGA, G.S., R.P. MARKS, P.C. ROCHE, J.D. CAMPEAU et O.R. KLING. 1983.
Identification of protein in pooled human follicular fluid which supress follicular response to
gonadotrophins. J. Clin. Endocrinol. Metab. 56: 35-41
DRIANCOURT, M.A. 1991. FoUicular Dynamics in sheep and cattle. Theriogenology 35(1):
55-79.
DRIANCOURT, M.A., J.C. MARIANA et E. PALMER. 1981. A rapid technique for the
histological examination of large ovarian follicles. Reprod. Nutr. Develop. 21(3); 371-375.
DUFOUR, J. H.L. WfflTMORE, O.J. GINTHER et L.E. CASIDE. 1972. Identification of the
ovulating follicle by its size on different days of the estrous cycle in heifers. J. Anim. Sci. 34: 85-
87.
DUFOUR, J. J, L. P. CAfflLL et MAULEON. 1979. Short and long term eflFects of
hypophysectomy and unilteral ovariectomy and ovarien follicular populations in sheep. J. Reprod.
Fert. 57: 301-309.
DUFOUR, J.J. et G.L. ROY. 1985. Distribution ofovarian follicular populations m the dairy
cow within 35 day after parturition. J. Reprod. Fert. 73: 229-235.
ENGLAND, B.G., H.J. KARAVOLAS, E.R. HAUSER et L.E. CASIDA. 1973. Ovarian
follicular estrogens in Angus heifers. J. Anim. Sci. 37: 1 176-1179.
FLETCHER, P.W., J.A. DIAS, M.A. SANZO et L.E. REICHERTJr. 1982. Inhibition ofFSH
action on granulosa cells by low molecular weight components offollicular fluid. Molecular and
cellular Endocrinology 25: 303-315.
FORTUNE, J. E. et W. HANSEL. 1985. Concentration of steroids and gonadotropins in
follicular fluid from normal heifers and heifers primed for superovulation. Biol. Repord. 32:
1069-1079.
FORTUNE, J.E. 1986. Bovine theca and granulosa cells interact to promote androgen
production. Biol. Reprod. 35: 292-299.
FORTUNE, J.E. 1994. Ovarian follicular growth and development in mammals. Biol.
Reprod. 50: 225-232.
FORTUNE, J.E.etW.HANSEL. 1979. TheeffectoflTb-estradiolonprogesteronesecretion
by bovine theca and granulosa cells. Endrocrinol. 104: 1834.
FORTUNE, J.E., J. SIROIS et S.M. QUIRK. 1988. The growth and differentiation ofovarian
follicles during the bovine estrous cycle. Theriogenology 29(1); 95-109.
140
GINTHER, O.J., J.P. KASTELIC et L. KNOPF. 1989. Intraovarian relationships among
dominant and subordinate foUicles and the corpus luteum in heifers. Thenogenology 32(5); 787-
795.
GINTHER, O.J., J.P. KASTELIC et L. KNOPF. 1989b. Composition and characteristics of
follicular waves during the bovine estrous cycle. An. Reprod. Sci. 20: 187-200.
GLENCROSS, R.G, E.C.L. BLEACH, B.J. McLEOD, A.J. BEARD et P.G. KNIGHT. 1992.
Effect of active immunization of heifers against inhibin on plasma FSH concentrations, ovarian
follicular development and ovulation rate. Journal ofEndocrinology 134: 11-18.
GOODMAN, A.L. et G.D. HODGEN. 1983. The ovarian triad of the primate menstmal cycle.
Recent Prog. Horm. Res. 39: 1-73.
GOSLDSfG, J.P, P. MORGAN et J.M. SREENAN. 1977. In: Control of reproduction m the
cow. (J.M. Screenan ed.) Martinus, Nighoflf, Boston, pp. 225-236
GRASSO, F, L.A. GUILBAULT, G.L. ROY et J.G. LUSSmR. 1989. Ultrasonographic
determination ofovarian follicular development in superovulated heifers pretreated with FSH-p at
the beginning of the estrous cycle. Theriogenology 31(6); 1209-1220.
GRIMES, R., J. LEIGHTON, J. BARBER, S. CUNNING et J. HAMMOND. 1992. Secretion
of insulin-like growth factor-binding proteins by an ovarian-granulosa cell line. Biol. Reprod.
46(SuppU) Abstr. 362. p.141.
GRIMES, R.W, P. MATTON et J.J. IRELAND. 1987. A comparison of histological and non-
histological indices ofatresia and follicular function. Biol. Reprod. 37: 82-88.
GUILBAULT, L.A., F. GRASSO, J.G. LUSSffiR, P. ROUILLffiR et P. MATTON. 1991.
Decreased superovulatory responses in heifers superovulated in the presence of dominant follicle.
J. Reprod.fert.91: 81-89.
GUILBAULT, LA, P. ROUILLffiR et P. MATTON. 1992. In vitro release and level of
atresia of subordinate follicles collected during the growing or regressing phase of follicular
dominance in cattle. Theriogenology 37 (Abstr): 218.
GUILBAULT, L.A, P. ROUILLffiR, P. MATTON, R.G. GLENCROSS, A.J. BEARD et P.G.
KNIGHT. 1993. Relationships between the level ofatresia and mhibin contents (a subunit and
a-P dimer) in morpholigically dominant foUicles during theu- growing and regressing phases of
development in cattle. . Biol. Reprod. 48: 268-276.
141
HAMMOND, J.M, J.A. BARBER, S.F. CANNING et H.D. GUTHRDE. 1992. Expression of
insulin-like growth factor binding proteins-4 and -5 during the growth ofporcme ovarian follicles.
Biol. Reprod. 46(Suppl.l) Abstr. 140. p.85.
HANSEL, W. et E.M. CONVEY. 1983. Physiology of the estrous cycle. Journal of Animal
Science 57(Suppl.2): 404-424.
HAY, M.F. et R.M. MOOR. 1978. Changes in the graafian follicle population during the
follicular phase of oestruous cycle. in control of ovulation. p. 177-196. Ed. Crighton,
Butterwoths, Toronto. 492p.
HENDERSON, K.M. et P. FRANCfflMONT. 1981. Regulation of inhibin production by
bovine ovarian cells. J. Reprod. Fert. 63: 431-442.
HENDERSON, K.M, A.S. McNEILLY et I.A. SWANSTON. 1982. Gonadotropohin and
steroid concentrations in bovine follicular and theu- relationship to follicle size. J. Reprod. Fert.
65: 467-473.
HENDERSON, KM, K.P. McNATTY, L.E. O'KEEFFE, S. LUN, DA. HEATH et M.D.
PRISK. 1987. Differences in gonadotrophin-stimulated cyclic AMP production by granulosa
cells from Boorola X Merino ewes which were homozygous, heterozygous or non-camers of a
fecundity gene influcencing their ovulation rate. J. Reprod. Fert. 81: 395-402.
HENDERSON, K.M, K.P. McNATTY, P. SMITH, M. GffiB, L.E. O'KEEFE, S. LUN, D.A.
HEATH et M.D. PRISK. 1987. Influence of foUicular health on the steroidogenic and
morphological characteristics of bovine granulosa cells in vitro. J. Reprod. Fert. 79: 185-193.
HENDERSON, K.M, L.E. KmBSON, K.P. McNATTY, S. LUN et D.A. HEATH. 1984.
[ I]4iCG binding to bovine thecal tissue from healthy and atretic antral follicles. Mol. Cell.
Endocrinol. 34: 91-98.
HUHTINEN, M, V. RAINIO, J. AALTO, P. BREDBACKA et A.M. TANILA. 1992.
Increased ovarian response in the absence of a dominant follicle in superovulated cows.
Theriogenology 37(2): 457-463.
HUTZ, R.J. 1989. MINIREVIEW. Disparate eflfect of estrogens on m vitro steroidogenesis by
mammalian and avian granulosa cells. Biol. Repord. 40: 709-713.
IRELAND, J.J. 1987. Control of follicular growth and development. J. Reprod. Fert. Suppl.
34: 39-54.
142
IRELAND, J.J. et J.F. ROCHE. 1982. Development of antral follicles in cattle after
prostaglandm-induced luteolysis: change in semm hormones, steroids in follicular fluid, and
gonadotropm receptors. Endocrinology 111: 2077-2086.
IRELAND, J.J. et J.F. ROCHE. 1983a. Development of non ovulatory antral follicles in heifers:
changes in steroids in follicular fluid and receptors for gonadotropins. Endocrinology 112: 150.
IRELAND, J.J. et J.F. ROCHE. 1983b. Growth and differentiation of large antral fomdes after
spontaneous luteolysis in heifers: changes in concentration of hormones in follicular fluid and
specific binding ofgonadotropins to foUicles. J. Anim. Sci. 57: 157-167.
IRELAND, J.J. et J.F. ROCHE. 1987. Hypotheses regarding development of dominant foUicles
during a bovine estrous cycle. In: Follicular growth and ovulation rate in farm animals. Ed. : J.F.
Roche and D. O'Callaghan, Martinus NijhoflTPublishers, Boston, 1-18.
IRELAND, J.J., A.D. CURATO et J. WD..SON. 1983. Efifect of charcoal-treated bovine
follicular fluid on secretion ofLH and FSH in ovariectomized heifers. J. Anim. Sci. 57(6) 1512-
1516.
IRELAND, J.J., R.L. MURPHEE et P.B. COULSON. 1980. Accuracy of predicting stages of
the estrous cycle by gross appearance of the corpus luteum. J. Dairy Sci. 63: 155.
IRELAND, J.L.H. et J.J. IRELAND. 1994. Changes in expression of inhibin/activin a, PA
and PB subunit messenger ribonucleic acid following increases in size and during difFemt
stages of differentiation or atresia of non-ovulatory follicles in cows. Biol. Reprod. 50: 492-
501.
IRELAND, J.L.H., T.E.M. GOOD, P.G. KNIGHT et J.J. IRELAND. 1994. Alteration in
amounts of different forms ofinhibin during follicular atresia. Biol. Reprod. 50: 1265-1276,
JOLLY, P.D, D.J. TISDALL, D.A. HEATH, S. LUN et K.P. McNATTY. 1994.
Apoptosis in bovine granulosa cells in relation to steroids synthesis, cyclic adenosine 3',5'-
monophosphate response to follicle-stimulating hormone and luteinizing hormone, and
follicular atresia. 51: 934-944.
KASTELIC, J.P., J.C.H. KO et O.J. GINTHER. 1990. Suppression of dominant and
subordinate ovarian follicles by a proteinaceous fraction of follicular fluid in heifers.
Theriogenology 34: 499-509.
KASTELIC, J.P, L. KNOPF et O.J. GATHER. 1989. Follicular dynamics and temporal
associations among ovarian events in Reifers. Journal of Dairy science 72(supl. I): 332-333
(Abstr. 808).
143
KLING, O.R, P.C. ROCHE, J.D. CAMPEAU, K. NISfflMURA, R.M. NAKAMURA et G.S.
DiZEREGA. 1984. Identification of a porcine follicular fluid fraction which suppress follicular
response to gonadotropins. Biol. Reprod. 30: 564-572.
KNOPF, L, J.P. KASTELIC, E. SCHALLEMBERGER et O.J. GINTHER. 1989. Ovarian
follicular dynamic in heifers: test of two waves hypothese by ultrasonically monitoring individual
follicles. Domestic Animal Endocrinology 6(2); 111-119.
KO, J.C.H, J.P. KASTELIC, M.R. DELCAMPO et O.J. GDSTTHER. 1991. Eflfect of a
dominant follicle on ovarian follicular dynamics during the oestrous cycle in heifers. J. Reprod.
Fert.91:511-519.
KRUIP, Th.A.M. et S.J. DffiLEMAN. 1985. Steroid hormone concentrations in the fluid of
bovine follicles relative to size, quality and stage of the oestrus cycle. Thenogenology 24(4):
395-408.
KRUIP, Th.A.M. et S.J. DffiLEMAN. 1989. Intrinsic and extrinsic factors influencing steroid
production in vitro by bovine follicles. Theriogenology 31(3); 531-545.
KRUIP, Th.R.A.M. et S.J. DIELEMAN. 1982. Macroscopic classification of bovine follicles
and its validation by micromorphological and steroid biochemical procedures. Reprod. Nutr.
Develop. 22(3) 465-473.
LACRODC, E.W, W. ECHAUTE et J. LEUSEN. 1974. The biosynthesis of estrogen by the
cowfolUcle. Steroid 23: 337-356.
LONGTON, R.E.G. et D.T. ARMSTRONG. 1994. In « The physiology of reproduction ».
edited by Knobil and J.D. Niel. Raven Press, Lrt., NewYork.
LAVOIR, M.C. et J.E. FORTUNE. 1990. FoUicular dynomics in heifers after injection of
PGF2a during the first wave offollicular development. Theriogenology 33: 270 (Abstr.).
UNO, N.C., X.-J. LffiU, M. MALKOWSKI, G. ERICKSON et S. SfflMASAKI. 1992.
Structural and functional studies of IGFBPs in the ovary. DC ovarian workshop ovarian cell
interactions: Genes to physiology, July 9-11. 1992. Serono Symposia, USA, p. 15.
LOBEL, B.L. et LEVY. 1968. Enzymatic correlated development secretory function and
regression offollicles and corpora lutea in the bovine ovary. Part 3: Follicular atresia,
Acta. Endocrinol. 132(suppl.): 53-63.
LUSSIER, J.G. et T.D. CARRUTHERS. 1989. Endocrine and superovulatory responses in
heifers pretreated with FSH or bovin follicular fluid. Thereogenology: 31:779-794.
144
LUSSIER,J.G.,P.MATTONetJJ.DUFOUR. 1987. Growth rates of fomdes in the ovary of
the cow. J. Reprod. Fert. 81: 301-307.
LUSSffiR, J.G., P. MATTON, LA. GUILBAULT, F. GRASSO, R.J. MAPLETOFT et T.D.
CARRUTHERS. 1994. Ovarien folicular development and endocrine responses in follicular
fluid-treated and hemiovariectomized heifers. J. Reprod. Fert.102: 95-105.
MANN, G.E., B.K. CAMPBELL, A.S. McNEILLY et D.T. BAIRD. 1992. The role ofinhibin
and estradiol in the control ofFSH secretion in the sheep. Journal ofEndocrinology 133: 381-
391.
MARIANA, J.C, D. MONMIAUX, M.A. DRIANCOURT et P. MAULEON. 1991.
Folliculogenesis In: Reproduction in Domestic Animals. Fourth edition, Eds: Perry T. Cupps,
Califomie. pp. 119-171.
MARION, G.B., H.T. GffiR et J.B. CHOUDARY. 1968. Micromorphology of bovine ovarian
follicular system. J. Anim. Sci. 27: 451-465.
MARTIN, G.B, C.A. PRICE, J.C. TfflERY et R. WEBB. 1988. Interactions between inhibin,
oestradiol and progesterone in the control of gonadotrophin secretion in the ewe. J. Reprod.
Fert.82:319-328.
MARTDSf, Y.L. 1986. Caracterisation et etude de 1'atresie folliculaire chez Ie bovin. These de
Ph.D. Faculte des sciences, Universite de Sherbrooke (Quebec, Canada).
MATTON, P., J. BHEREUR et J.J. DUFOUR. 1977. Morphology and responsiveness of the
two largest ovarian follicles in anestrous ewes. Can. J. Anim. Sci. 57: 459-464.
MATTON, P, V. ADELAKOUN, Y. COUTURE et J.J. DUFOUR. 1981. Growth and
replacement of the bovine ovarian follicles during the estrous cycle. J. Anim. Sci. 52(4): 813-
820.
MAURASSE, C, P. MATTON et J.J. DUFOUR. 1985. Ovarian foUicular populations at two
stages of an estrous cycle in heifers given high energy diets. J. Anim. Sci. 61:1194-1200.
McLEOD, B.J., M.G. HUNTER, E.C.L. BLEACH, R.G. GLENCROSS et J.H.M.
WRATHALL. 1992. Preovulatory follicle development and luteal function in ewes immunized
against a synthetic peptide sequence of the a subunit of bovine inhibm. Journal ofEndocrinology
133:413-419.
McNATT^, K.P, C. DOBSON, M. GBB, L. KIEBOOM et D.C. THURLEY. 1981.
Accumulation of lutemizing hormone, oestradiol and androstenedione by sheep ovarian follicles
mvivo. J. Endocrinol. 91: 99-109.
145
McNATTY, K.P, DA. HEATH, K.M. HENDERSEN, S. LUN, P.R. HURST, L.M. ELLIS,
G.W. MONTGOMERY, L. MORRISON et D.C. THURLEY. 1984a. Some aspects ofthecal
and granulosa cell function during follicular development in the bovine ovaiy. J. Reprod. Fert.
72: 39-53.
McNATTY, K.P, D.A. HEATH, S.L. LUN, J.M. FANNIN, J.M. McDIARMID et K.M.
HENDERSEN. 1984b. Steroidogenesis by bovine theca intema in an in vitro perifusion
systems. Biol. Reprod. 30: 159-170.
McNATTY, K.P, S. LUN, D.A. HEATH, L.E. KffiBOOM et K.M. HENDERSON. 1985.
Influence offolUcular atresia on LH-induced cAMP and steroid synthesis by bovine theca intema.
Mol. Cell. Endocrinol. 39: 209-215.
McNEILLY, A.S. et J.M. WALLACE. 1987. The eflfect offollicular fluid on ovulation rate in
the ewe. In: Rollicular growth and ovulation rate in farm animals. Eds : J.F. Roche and D.
O'CallaghanMartmusNijhoflfPublishers, Dordrecht, 119-127.
MERZ, E.A, E.R. HAUSER et B.G. ENGLAND. 1981. Ovarian function m the cycling cow:
Relationship between gonodotropin bindmg to theca and granulosa and steroidogenesis in
individual fomdes. J. An. Sci. 52: 1457-1468.
MILLER, K.F., J.K. CRISTER, R.E. KOWE et O.J. GINTHER. 1979. Ovarian eflfects of
bovine follicular fluid treatment in sheep and cattle. Biol. Reprod. 21:537-544.
MONNIAUX, D. 1982. These de Doctoral Paris..
MONNIAUX, D, J.C. MARIANA et W.R. GBSON. 1984. Action of PMSG on foUicular
populations m the heifer. J. Reprod. Fert. 70: 243-253.
MONTZ, F.J, E.L. UHTA, J.D. CAMPEAU et G.S. DiZEREGA. 1984. Inhibition of
luteinizing hormone/human chorionic gonadotropin bindmg to porcine granulosa cells by a
follicular fluid protein(s). Am. J. Obstet. Gynecol. 148: 436-441.
MOOR, R.M., A.M. KRUIP et D. GREEN. 1984. Introovarian control of foUiculogenesis:
limits to superovulation? Theriogenology 21: 103-115.
MOOR, RM, M.F. HAY, H.M. DOTT et D.G. GRAN. 1978. Macroscopic identification and
steroidogenic function ofatretic follicles in sheep. J. Endocr. 77: 309-318.
MURPHY, M.G, W.J. ENRIGHT, M.A. CROWE, K. McCONNELL, L.J. SPICER, M.P.
BOLAND et J.F. ROCHE. 1991. EflFect of dietary intake on pattern of growth of dominant
follicles during the oestrous cycle in beefheifers. J. Reprod. Fert. 92:333-338.
146
NANDEDKAR, T.D.; J.K. SHAfflD et S.D. KHOLKUTE. 1992. Ovarian regulation by
human ovarian follicular fluid m bonnet monkeys. Biol. Reprod. 46 (suppl.): Abstr. 212, pp 103.
NETT, T.M. 1987. Function ofhypothalamic-hypophyseal abcs during hte post partumperiod in
ewes and cows. J. Repord. Fertil. 34:201-213.
ONO, T., J.D. CAMPEAU, E.A. HOLMBERG, R.M. NAKAMURA, E.L. UHTA, D.L.
DEVEREAUX, S.A. TONELTA, R. DEVINNA, M. UGALDE et G.S. DiZEREGA. 1986.
Biochemical and physiologic characterization offollicle regulatory protein: a paracrine regulator
offolliculogenesis. Am. J. Abstr. Gynecol. 154: 709-716.
PETERS, A.R. et P.J.H. BALL. 1987. The ovarian cycle. In: Reproduction in cattle. Eds
Butterworth and Co. Toronto. Pp. 20-39.
PICTON, H.M, C.G. TSONIS et A.S. McNEILLY. 1990. FSH causes a time dependant
stimulation of preovulatory foUicle growth in the absence of pulsatile LH secretion in ewes
chronically treated with gonadotrophin releasing hormone agonist. J. Endocr. 126: 297-307.
PffiRSON, R.A. et O.J. GDWHER. 1984. Ultrasonography of the bovine ovary.
Theriogenology21(3): 495-504.
PffiRSON, R.A. et O.J. GINTEffiR. 1986. Ovarian foUicular population during early pregnancy
in heifers. Theriogenology 26(5); 649-659.
PERSON, R.A. et O.J. GD^THER. 1987a. Follicular populations during the Estrous cycle in
heifers. Influence of day. Animal Reproduction Science. 14: 165-176.
PffiRSON, R.A. et O.J. GD^THER. 1987b. FoUicular populations during the estrous cycle in
heifers. II Influence of right and left sides and intraovarian effects of the corpus luteum. Animal
reprod. Science 14: 177-186.
PmRSON, R.A. et O.J. GINTHER. 1988a. Ultrasonic imaging of the ovaries and utems in
cattle. Thenogenology 29(1); 21-37.
PIERSON, R.A. et O.J. GINTHER. 1988b. FoUicular population during the estrous cycle in
heifers. ffl Time of selection of the ovulatoryfollicle. Anim. Reprod. Sci. 16: 81-95.
PRICE, C.A. et R. WEBB. 1988. Steroids control of gonadotropin secretion and ovarian
function in heifers. Endocrinology 122: 2222-2231.
PRIEDKALNS, J. et A. F. WEBER. 1968. Ultrastructure studies of the bovine graafian fomde
and corpus luteum. Zeitschrift far Zellforschung. 91: 554-573.
147
QUIRK, S.M. et J.E. FORTUNE. 1986. Plasma concentrations of gonadotrophins,
preovulatory follicular development and luteal fi^nction associated with bovine foUicular fluid-
induced delay ofoestms in heifers. J. Reprod. Fert. 76: 609-621.
QUIRK, S.M., G.J. fflCKEY et J.E. FORTUNE. 1986. Growth and regression of ovarian
follicles during the follicular phase of the oestrous cycle in heifers undergoing spontaneous and
PGF-2a-induced luteolysis. J. Reprod. Fert. 77: 211-219.
RAJAKOSKI, E.V. 1960. The ovarian follicular system in sexually mature heifers with special
reference to seasonal and left-right variations. Acta Endocrinologica 52(suppl.): 1-68.
REICHERT, L.E, J.R. MICHAELL, A. SANZO et M.S. DARGA. 1979. Studies on a low
molecular weight follicle-stimulating hormone binding inhibitor from human serum. J. Clin.
Endocrinol. andMetab. 49(6); 866-872.
RICHARDS, J.S. 1980. Maturation ofovarien foUicles: action and interactions ofpituitary and
ovarian hormones on follicular cell differentiation. Physiology Reviews. 60.: 51-89.
RTVIER,C. et W. VALE. (1991). Efifect of recombinant inhibin on foUicle inhibin stimulating
hormone secretion by female rat: interaction with a gonadotropin-releasmg hormone antagonist
and estrogen. Endocrinology. 129: 2160-2165.
ROBERTSON, D.M, M. PRISK, J.W. McMASTER, D.C. IRBY, J.K. FINDLAY et D.M. de
KRETSER. (1991). Semm FSH-suppressing activity of human recombinant inhibin A in male
and female rat. J. Reprod. Fet. 91: 321-328.
ROUILLIER, P. 1991. Influence du statut ovarien sur Ie developpement folliculaire en
superovulation chez la vache. Memoire de maitrise. Faculte des sciences, Universite de
Sherbrooke (Quebec, Canada).
ROUILLffiR, P, LA. GUILBAULT, J.G. LUSSffiR et P. MATTON. 1996. Changes in
morphological appearence and functional capacity of recruited follicles in cows treated with
FSH in the presence or absence of a dominnt follicle. Theriogenology 46 (6): 1053-1061.
ROUILLIER, P, P. MATTON, M.A. SIRARD, V. LUU-THE et LA. GUILBAULT.
1995. Effect of addition of bovine follicular fluid on 17p hydroxysteroid dehydrogenase
activity of bovine granulosa cells cultured in vitro. Soc. Study Reprod. 28th Annu. Meet.
Abstr.40Lp.l57.
SAMARAS, S.E. et J.M. HAMMOND. 1992. Inhibitory actions of recombinant IGFBP-3 on
the function of cultured porcine granulosa cells. DC ovarian workshop cell mteractions: Genes to
physiology, July 9-11. 1992. Serono symposia, USA. Abstr 66 p. 53.
148
S.A.S. 1989. S.A.S Users's Guide: Statistics. Statistical Analysis System Institute., DSTC., Gary,
NA.
SAUMANDE, J. 1991. Culture of bovine granulosa cells in a chemically defined semm-free
medium: The eflfect of insulin and fibomectin on hte response to FSH. J. Steroid. Biochem.
Molec. Bid. 38(2): 189-196.
SAUMANDE, J., D. CHUPIN, J.C. MARIANA, R. ORTAVANT et P. MAULEON. 1978.
Factors aflfecting the variability of ovulation rates after PMSG stimulation. In: Control of
reproduction in the cow, pp. 195-225. J.M. Sreenan (Ed.) Martinus Nijhoff Publishers,
Drodrecht
SAVIO, D.J, L. KEENAN, M.P. BOLAND et J.F. ROCHE. 1988. Pattern of growth of
dominant follicles during the oestrous cycle ofheifers. J. Reprod. Fert. 83: 663-671.
SCOTT, R.S, H. QUIGG, A.O. TROUNSON, C.G. TSONIS et J.K. FINDLAY. 1980.
Inhibin in ovine follicular fluid. Proc. Endocr. Soc. Aus. 23: 67.
SCREENAN, J.M, D. MORmS, A. TAIT et M.G. DISKIN. 1987. Manipulation of the
immune system to increase ovulation rate in the cow. In: Follicular growth and ovulation rate in
farm animals. Eds.: J.F. Roche and D.O'Callaghan, Martimis NijhofF Publishers Dordrecht, 73-
86.
SIROIS, J. et FORTUNE J.E. 1988. Ovarian follicular dynamics during estrous cycle m heifers
monitored by real time ultrasonography. Biol. Reprod. 39: 308-317.
SIROIS, J. et J.E. FORTUNE. 1990. Monitoring ovarian follicular development in cattle by
ultrasound imaging al990 up date. Emlayo transfer News letter 8(4).
SLUSS, P.M. et L.E. REICHERT Jr. 1984. Porcine foUicular fluid contains several low
molecular weight inhibitors offollicle stimulating hormone binding to receptor. Biol. Reprod. 30:
1091-1104.
SLUSS,P.M.,P.W.FLETCHERetL.E.REICHERTJr. 1983. Inhibition of 125I-human foUicle-
stimulating hormone binding to receptor by a low molecular weight fraction of bovine follicular
fluid: Inhibitor concentration is related to biochemical parameters offollicular development. Biol.
Reprod.29: 1105-1113.
SPICER, L.J, P. MATTON, S.E. ECHTEKNKAMP, E.M. CONVEY et H.A. TUCKER.
1987. Relationships between histological signs of atresia, steroids in follicular fluid and
gonadotropin binding in individual bovine antral follicles during postpartum anovulation. Biol.
Reprod. 36: 890-898.
149
SPICER, L.J., S.E. ECHTERNKAMP, S.F. CANNING et J.M. HAMMOND. 1988.
Relationship between concentrations of immunoreactive insulin-like growth factor-I in foUicular
fluid and various biochemical markers of dififerentiatiion in bovine antral follicles. Biol Reprod
39:573-580.
STAIGMILLER, R.B. et B.G. ENGLAND, R. WEBB, R.E. SHORT et BELLOWS. 1982.
Estrogen secretion and ganadotropin binding by individual bovine follicles during estms. J. Anim.
Sci. 55: 1473-1482.
STAIGMILLER, R.B. et B.G. ENGLAND. 1982. Folliculogenesis in the bovine.
Theriogenology 17(1): 43-52.
SUNDERLAND, S.J, M.A. CROWE, M.P. BOLAND, J.F. ROCHE et J.J. IRELAND. 1994.
Selection, dominance, and atresia offollicles during the estrous cycle ofheifers. J. Reprod. Fet.
101: 547-555.
TAKAGI, M,T. TSUKIHARA, Y. NISfflKAT et T. SUZUKI. 1993. Relationship
between progesterone and estradiol contents of follicular fluid and the morphological
appearence of granulosa cells of follicles coexisting with coq)ora lutea in bovine ovaries.
Theriogenology 40: 135-147.
TERQUI, M., F. BERTHELOT et M.D. DRIANCOURT. 1988. Morphological and functional
features ofovine follicles in perifusion with pulsatile delivery. Reprod. Nutri. Develop. 28(48);
1093-1104.
TSONIS, C.G, H. QUIGG, W.W.K. LEE, L. LEVERSHA, A.O. TROUNSON et J.K.
FINDLAY. 1983. Inhibin in individual follicles in relation to diameter and atresia. J. Reprod.
Fert. 67: 83-90.
TSONIS, C.G, L.P. CAHILL, R.S. CARSON et J.K. FINDLAY. 1984. Identification at the
onset ofluteolysis offollicles capable ofovulation in the ewe. J. Reprod. Fert. 70: 609-614.
TURZU.LO, AM et J.E. FORTUNE. 1990. Suppression of the secondary FSH surge with
bovine follicular fluid is associated with delayed ovarian follicular development in heifers. J.
Reprod.Fert.89: 643-653.
TURZDJ.O, AM et J.E. FORTUNE. 1992. Estradiol production by dominant and subordinate
follicle during the first wave offollicular development in cattle. DC ovarian workshop ovarian cell
interactions. Genesto Physiology, July 9-11. 1992. Serono Symposia, USA, Abstr 85. p.63.
WELSCHEN, R., W.P. HERMAN, J. DULLART et F.H. DE JONG. 1977. Efifects of an
inhibin like growth factor present in bovine and porcine follicular fluid on gonadotrophin levels in
ovariectomized rats. J. Reprod. Fert. 50: 129-131.
150
WELSCHEN, R., W.P. HERMANS, J. DULLAART et F.H. de JONG. 1977. Effects of an
inhibin-like factors present in bovine and porcine follicular fluid on gonadotropin levels in
ovariectomizedrats. J. Reprod. Fert. 50: 129-131.
WISE, T., M.W. VERNON et R.R. MAURER. 1986. Oxytocin, Prostaglandins E and F,
Estradiol, progesterone, sodium, and potassium in preovulatory bovine follicles either developed
normally or stimulated by follicle stimulating hormone. Theriogenology 26(6); 757-778.
WRATHALL, J.H.M, B.J. McLEOD, R.G. GLENCROSS, A.J. BEARD et P.G. KNIGHT.
1990. Inhibin immunoneutralization by antibodies raised against synthetic peptide sequences of
inhibin a subunit: efifects ofgonadotrophin concentrations and ovulation rate in sheep. Journal of
Endocrinology 124: 167-176.
ZELEZNIK, A.J., H.M. SCHULER et L.E. Jr REICHERT. 1981. Gonadotrophin-bmding sites
in the Rhesus monkey ovary: role of the vasculature in the selective distribution of human
charionic gonadotropin to the preovulatory follicle. Endocrinology 109: 356-361.
ZELEZNDC, A.J., S.G. fflLLIER, et G.T. ROSS. 1979. Follicle stimulating hormone-
induced follicular development: An examination of the role ofandrogens. Biol. Reprod. 21:
673-681.
ZHANG, L, E.G. BLAKEWOOD, R.S. et R.A. GODKE. 1991. The effect of insulin on
maturation and development of in v/'^-o-fertilized bovine ocytes. Theriogenology 35: 301.
ZIMMERMANN, R.C., G. WESTOHOF, M. HOEDEMAKER, E. GRUNERT ET W.
BRAENDLE. 1988. Is follicular fluid content representative offollicular steroid secretion.
ZIMMERMAN, R.C, G. WESTHOL, I. PEUKERT-ADAM, M. HOEDEMAKER, E.
GRUNERT et W. BRAENDLE. 1987. In vitro steroid secretion of tertiary atretic bovine
follicles in a superiusion system correlated to their histological features. Human Reproduction
2(6); 457-461.
ZIMMERMAN, R.C, W.S. WUN, R.K. TCHOLAKIAN, L.J. RODRIGUEZ-RIGAU, W.
BRAENDLY et E. STEINBERGER. 1985. In vitro steroid secretion by intact bovine fomdes
in a superfusion system. Horm. Metab. Res. 17: 458-463.
151
